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acides sur la laccase 


Par M. GABRIEL BERTRAND. 


Les expériences que jai publiées en 1897 sur le role du 
manganése dans les phénoménes d’oxydation provoqués par la 
laccase' conduisent 4 envisager ce ferment soluble comme 
une combinaison métallique facilement hydrolysable, une sorte 
de sel se dédoublant par Vaction de Peau, d'une part, en un 
corps organique comparable & un acide faible. de lautre, en 
oxyde ou plutét en hydroxyde manganeux : 


R” Mn + H20 = R" H? + MnO 
ou R’ Mn + 2 Il? O = R" H? + Mn (OMI)? 


Cette conception laisse prévoir que les acides doivent, en 
général, intervenir d’une maniére défavorable sur le proces- 
sus oxydant de la laccase. Il est clair, en effet, qu’un 
corps électro-négatif d’énergie supérieure au complexe R’ H? 
doit déplacer celui-ci et donner, en s’emparant du manganése, 
un systtme moins facilement hydrolysable, moins apte par 
conséquent 4 entrer en jeu dans la série catalytique de réac- 
tions dont mes expériences ont établi la probabilité. Bien plus, 
comme l’activité du complexe R’ H? est sans doute trés faible, 
la sensibilité de lalaccase aux acides doit ¢tre trés grande. 

L’expérience montre quil en est réellement ainsi, qu'une 
quantité extraordinairement petite de certains acides_ suffit 
pour entraver ct méme annuler complétement Vaction de Ja 
laccase. 


4, Compt. rend. Ac. Sc,,.t. CXXIV, p, 1032 et pe 1355 (1897). 
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Je me suis servi. comme réaction d’épreuve, de la trans- 
formation du gayacol en tétragayacoquinone'. A 5 c. ¢. 
de solution aqueuse de gayacol a 2 0/0, on ajoutait 
des quantités connues d’acide et de laccase et on com- 
plétait avee de l'eau le volume de 10 c. c. Les tubes étaient 
ensuite abandonnés & eux-mémes, a la température ordinaire 
(+ 228 + 23°). Quand il y avait oxydation diastasique, on 
voyait les mélanges, incolores et limpides comme de leau, se 
colorer successivement en rose, puis en rouge grenadine, com- 
mencer a se troubler en passant au rouge pourpre et laisser 
déposer une poudre microcristalline de méme couleur. 

La lacease provenait du latex de Parbre a laque du Tonkin 
(Rhus succedanea Linné fils). Ke était trés active car 12500008, 
c’est-a-dire 0 gr., 00004 dans 10 c. c., donnait en 24 heures 
une coloration rose trés nette a la solution de gayacol au cen- 
tiime. Avec une dose de 1/4000, la coloration apparaissait 
dans un intervalle de 5 & 10 minutes et la tétragayacoquinone 
commengait & se déposer aprés 1 heure 1/2 environ. 

Jai effectué un grand nombre d’expériences avee divers 
aides. Je donnerai d’abord les résultats que j’ai obtenus avec 
acide sulfurique. 

Une quantité de cet acide correspondant & la dilution d’une 
demi-molécule-gramme dans 1000 litres d’eau (1/1000 nor- 
male ou N 1000)? arréte Vaction oxydante de la lacease au 
1/2000; il ne se fail pas de tétragayacoquinone et, maler¢ 
une attente de 24 heures, le mélange reste incolore et lim- 
pide. 

Si on prend une plus petite proportion de laccase, Varrét 
de Voxydation se produit avec moins d’acide. I suffit dune 
dilution 1/2000 normale (N/2000) pour arréter Vaction de la 
laccase au 1/4000; 

D’une dilution 1/10000 normale si la laecase est au 
4 /20,000; 

D’une dilution 1/20000 normale si la lacease est au 
140,000 ; 


1. G. Benrrann, Compt. rend. Ac. Se., t. CXXXVIL, p. 1269 (1903), et Ann. Inst 
Pasteur, t. XVII, p. 116 (1904). ; 

2. SO* H? bibasique ayant pour poids moléculaire 98, on obticnt une solu- 
tion normale, N/4, en diluartt 98 ; 2 = 49 er. dans 4 litre d'eau, ji 
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Dune dilution 1/60000 normale si la lacease est au 
1/200,000 '. 

Les quantités d’acide sulfurique qui, sans arréter aussi 
complétement Vaction du ferment soluble, lentravent d’une 
maniére appréciable, sont beaucoup plus petites. J’ai trouve. 
avec une solution de laccase au 1/10,000 dans le gayacol a 
1 0/0, que Vacide sulfurique est encore nettement actif a 
Vinerovable dilution d'une demi-molécule-gramme dans 500,000 
litres, c’est-a-dire & la dilution absolue de 1/100.000.000 envi- 
ron, 

Si on se souvient qu’a l'aide du papier de tournesol, cepen- 
dant si sensible quand il est bien préparé, on décéle & peine 
Vacide sulfurique libre & la dilution N/1000 et plus du tout a 
la dilution double, on peut apprécier combien la laccase dépasse 
en sensibilité les meilleurs réactifs de la chimie. 

Les expériences aux grandes dilutions sont assez délicates ; 
elles ne réussissent réguliérement qu’a la condition de prendre 
des précautions particuliéres. I faut opérer avec du matériel 
trés soigneusement nelloyé et employer dans les mesures des 
quantilés de liquides qui ne soient pas trop petites. 

Jai obtenu de trés bons résultats en opérant de la maniére 
suivante. La verrerie, bien lavée d’abord & la maniére ordi- 
naire, était finalement passée 2 Vacide aeétique au 1008, 
puis rincée & fond, 5 ou 6 fois, avec de eau pure, égouttée 
et séchée. L’eau pure employée pour les derniers lavages et 
pour la préparation de toutes les liqueurs ¢tait préparée en 
redistillant de la bonne eau distillée dans le vide, avee un 
appareil muni d’un réfrigérant en argent. . 

Quant aux liqueurs titrées d’acides, on les obtenait par des 
dilutions successives, au 1/10, en préparant au moins 200 c. ¢. 
a chaque dilution. 

Pour les déterminations colorimétriques, on a opéré les 
mélanges de gayacol, d’acide et de laccase, non pas dans des 
tubes, qui eussent présenté une trop petite surface de contact 
avec l’air par rapport au volume du liquide, mais dans des 
vases cylindriques de 5 centimetres de diamétre. in agissant 

1, Il est vraisemblable que la solubilité des alealis du verre suffit a saturer la 
plus grande partie de l’acide sulfurique ajouté lorsqu’on opere a de trés grandes 


dilutions. Ainsi s’expliquerait la moindre sensibilité relative de la lacease aux 
acides dans le dernier mélange, 


Pg a? ee a ae ee ee ae ae, ers 
F aA a) ae 2 
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sur 20 c.c., et en agitant souvent, on assurait une oxygéna- 
tion des liquides aussi satisfaisante que possible. 

Voici les résultats de deux séries d’expériences effectuées, 
la premiere, & la température de + 22°, la seconde a la tempé- 
rature de + 23°. Les examens au colorimétre ont eu lieu aprés 
5 heures de contact. Les chiffres expriment les intensités des 
colorations, c’est-a-dire lesquantités relatives doxygene fixé a 
état de tétragayacoquinone. 


ACIDITE PROPORTION ire SERIE 2e SERIE 
en acide normal. de laccase. d’expériences. d’expériences. 
4 P 
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Jaurais pu essayer une dilution plus grande encore. telle 
que 41/1.000.000 de normale : Veffet ett certainement été 
mesurable, mais j’ai pensé qu'il valait mieux, au point de vue 
démonstratif, m’en tenir a des résultats tout & fait en dehors 
des erreurs expérimentales. Comme il n'est pas possible de se 
tromper de 9 0/0 dans une détermination colorimétrique por- 
tant sur une couleur rouge, l’influence paralysante de lacide 
sulfurique sur la laccase, & Vextraordinaire dilution que j/ai 
indiquée, est indubitable. 

Aprés avoir étudié laction de lacide sulfurique sur la lae- 
case, il était tout indiqué d’examiner comparativement l’action 
@autres acides. J’ai choisi, dans ce but, des représentants, 
soit minéraux, soit organiques, des groupes d’acides mono, bi 
et tri-basiques. J'ai fait réagir ces divers acides sur la laccase 
au 1/4000, & des dilutions variées, en général N/500, N/41000, 
N/2,000 N/5,000 et N/10000, le volume des mélanges étant 
chaque fois de 10 c. c. et renfermant un 100° de gayacol. 
La marche de la réaction a été notée aprés 1 heure, aprds 
5S heures et apres 24 heures, mais, pour ne pas allonger inu- 
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tilement la liste des résultats, je donnerai seulement I’état des 
mélanges aprés la derniére observation. Température des expé- 
riences : + 22 & +230, 

Acides monobasiques. — lls comprennent : un acide minéral 
acide chlorhydrique; trois acides de la série grasse en 
C" H'"0*, acide formique, l’acide acétique et lacide butyrique 
normal; un acide aromatique, l’acide benzoique, et un acide 
alcool, Vacide lactique. 

Tous ces acides arrétent totalement Voxydation & la dilu- 
tion N/1000 et a peu pres totalement déja a la dilution 
N.2000. Dans la série des trois acides : formique, acétique et 
butyrique normal, c’est le dernier qui s’est montré le moins 
actif et, apres lui, lacide acétique ; il y avait un faible préci- 
pité de tétragayacoquinone, apres 24 heures, avec l’acide en 
C‘, uncommencement de précipité avec celui en C2. Avec les 
autres acides : aucune coloration ou seulement une trés faible 
coloration. 

Acides bibasiques. J’ai pris les acides sulfurique, oxalique et 
tartrique. Ces acides paralysent totalement l’action de la lac- 
case & partir de la dilution N/2000, c’est-a-dire d'une demi- 
molécule-gramme dans 2,000 litres. Les deux hydrogeénes 
fonctionnels y possédent done la méme activité que lhydro- 
gene fonctionnel des acides monobasiques examinés plus 
haut. 

L’acide oxalique s’est montré un peu plus énergique que les 
acides sulfurique et tartrique. Tandis qu’a la dilution N/5,000 
il y avait, aprés 24 heures, un précipité de tétragayacoquinone 
avec Vacide sulfurique. un commencement de précipitation 
avec lacide tartrique, il n’y avait qu'une faible coloration avec 
Vacide oxalique. 

Acides tribasiques. —J’ai examinéles acides borique, phospho- 
rique, arsénique et citrique. Ils ont donné des résultats assez 
inattendus. Au lieu d’agir, comparativement aux autres acides, 
ila dose d’un tiers de molécule-gramme, il a fallu employer 
Vacide citrique & la dose d’une demi-molécule, les acides phos- 
phorique et arsénique @ celle d’une molécule entiére. Quant a 
Vacide borique, il s'est montré pour ainsi dire, inactif. 

L’acide phosphorique et l’acide arsénique ne renfermeraient 
done qu’un seul atome d’hydrogéne actif, comparable a celui de 
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Vacide chlorhydrique ou delacide formique. A la dilution d'une 
molécule-gramme dans 2,000 litres, il arréte tolalement l'action 
de la foonte. x celle d’une molécule-gramme dans 5,000 litres, 
il y a précipitation de tétragayacoquinone. 

L’acide citrique renfermerait, lui, deux atomes d’hydrogene 
actifs, comme les acides bibasiques : sulfurique, oxalique cl 
tartrique. Une demi-molécule-gramme dans 2,000 litres para- 
lyse complétement la lacease; dans 5,000 litres, elle laisse pré- 
cipiter, en 24 heures, de la tétragayacoquinone. 

L’acide borique, & ces grandes dilutions, n’a pas d’action 
appréciable; le gayacol est oxydé & peu prés aussi vite quen 
milieu neutre. Si on augmente la quantité d’acide borique, 
Vatténuation devient sensible, mais trés lentement. J’ai essayé 
Vacide borique jusquau plus grand degré de concentration 
possible, jusqu’é saturation (exactement 1 molécule-gramme 
dans 2 litres, ou 3. 10/0): il y a eu encore oxydation diasta- 
sique. La coloration du liquide était méme perceptible déja 
apres une heure, par comparaison avec un mélange témoin 
non additionné de lacease. Aprés 24 heures, le liquide était 
rouge grenadine, le témoin tout a fait incolore. 

Cette inactivité pour ainsi dire compléte de lacide borique 
laisse bien supposer que les anomalies présentées par les acides 
phosphorique, arsénique et citrique sont dues & lexistence 
datomes dhydrogéne actifs a cdté @atomes d’hydrogéne 
inactifs. Tandis que dans les acides bibasiques : 


SUIRURICte rae eee ee SO*H? 
Osaliqne ee ery. oe eae Coz — Cozi 
Taniriquers. comer are asnee CO?H — CHOH — CHOH — CO2H 


les deux atomes d’hydrogéne acides sont équivalents vis-a-vis 
de la lacease, de teile sorte quune demi-molécule de ces acides 
réagil aussi activement qu'une molécule duu acide mono- 
basique, il n’en est plus de méme dans les acides. 
Oil 
Pes ee Hey ee, PO Oll 
OU 
vA 
Arseny nese cates eulee AsO<— Olt 
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Ou 
| 
wate C02 — CHt = C= GH2 COAH: 
CO?K1 


Thosphorique 


Uilrique .. 
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Les deux premiers de ces acides tribasiques posséderaient 
un seul atome d@hydrogéne actif et deux inactifs, le dernier, 
au contraire, deux actifs et un inactif. 

J'ai cherché une confirmation de cette maniére de voir dans 
Vaction comparée des sels acides de potassium dérivés des 
acides polybasiques 3 


le sulfate monopolassique. SOHIK 


Voxalate — CO?2K — CO2zH 
le tartrate — CO2K — CHOW — CHO — CozH 
OK 
le phosphate — PO Lie 
Ol 
Ok 
larséniate = ree Oll 
OH 
Oll 
le citrate — CO?K — Cil? — G — CH? — Coe2il 
| 
COA 
Oll 


et le citrate bipoltassique CO2K — Chil? — G — CIP — CO?K 


| 
co2n 


Conformément a ce quon pouyail prévoir, le sulfate, Poxa- 
late, le tartrate et le citrate monopotassiques ont réagi, ou a 
peu pres, comme des acides monobasiques: ils en ont présenté 
lextréme activité — toutes choses égales d’ailleurs — a la dose 
d'une molécule-gramme. 

Le phosphate et Varséniate monopotassiques, le citrate 
bipotassique, aucontraire, se sont rangés, n’ayant plus de libres 
que les fonctions inactives sur la laccase, a cdoté de Vacide 
borique. 

Voici, avec plus de détails, les observations : 

Le sulfate et oxalate monopotassiques se sont comportés 
exactement comme des acides monobasiques actifs : a la dose 
d@une molécule-gramme dans 2,000 litres, ils ont arrété entié- 
rement l’action de la lacease au 1/4000. A la dilution N/5000 
oxalate s'est montré un peu plus actif que le sulfate, parallée- 
lement & ce qui avait été observé avec les acides libres. 
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Pour lacide tartrique et l’acide citrique, il y a eu, par satu- 
ration de un des carboxyles, une diminution de [activité 
supérieure & la moitié, car, & la dilution: dune molécule- 
gramme de créme de tartre ou d’une demi-molécule-gramme 
de citrate monopotassique dans 1,000 litres, il y a eu encore 
une faible oxydation du gayacol. Cette diminution d’activité, 
supérieure & la moilié, s’explique d’ailleurs aisément. Dans 
Vacide tartrique, il ya deux oxhydriles qui tendent & contre- 
balancer, dans une certaine mesure, l’activité des groupe- 
ments acides. Si on sature lun de ceux-ci, Vinfluence des 
deux oxydriles se porte tout entitre sur le seul carboxyle 
qui reste; on fait disparaitre Végalité qui existait dans acide 
entre les deux groupements fonctionnels. Quelque chose d’ana- 
logue se passe avec lacide citrique. 

Le phosphate et Varséniate monopolassiques, ainsi que le 
citrate bipotassique, ont été essayés jusqu’’ la concentration 
Vune molécule-gramme dans un litre (solution normale ou 
N/1). On a observé une précipitation de tétragayacoquinone, 
ou au moins une coloration rouge pourpre. aprés 24 heures, 
jusqua N/10 ou N/5. Avec N/2, la coloration des mélanges 
était encore nettement visible; enfin, avec N/1, on n’apercoit 
qu’une teinte orangée, appréciable par comparaison avec des 
mélanges témoins, sans laccase, dont la couleur était alors 
jaune pale, is 

Il faut observer ici que lacidité n’entre pas seule en ligne de 
compte dans le ralentissement provoqué par les corps examinés 
en dernier lieu. A- la concentration N/1, il y a par litre 
138 grammes de phosphate, 180 grammes d’arséniate et 
268 grammes de citrate de potassium, supposés anhydres. La 
solubilité de Voxygéne et, par suite la vitesse d’oxydation du 
gayacol, doivent donc étre notablement amoindries. En outre, il 
est probable que le phénomeéne d’hydrolyse qui intervient dans 
Je processus oxydasique est lui-méme partiellement entravé. 
Sans ces influences. secondaires, le ralentissement de l’action 
oxydante serait encore moins sensible. 

Ainsi, au point de vue de leur action sur la laccase, il existe 
dans les divers acides deux types d’hydrogéne fonctionnel : 
Fun, doué dune activité considérable, pouvant, a des doses 
infimes, arréter toute oxydation; autre, au contraire, inactif 
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ou pour ainsi dire inactif, D’ot provient cette différence? C'est 
une question & laquelle il n’est pas encore facile de donner une 
réponse définitive. Cependant, si on consulte les. tables des 
chaleurs de neutralisation des acides, on remarque que tous 
les hydrogénes actifs sur la lacease dégagent, quand on les 
remplace par le sodium, au moins 12 calories 6 dixitmes. Au 
contraire, les hydrogénes inactifs dégagent seulement, dans les 
mémes conditions, une quantité de chaleur égale ou inférieure 
a 11 calories 6 dixiémes. 

Ainsi, en saturant une molécule des acides suivants par une 
molécule de soude, on obtient, dapres les recherches de 
Thomsen, de Berthelot, de Berthelot et Louguinine : 


Calories 
AvecMacidenchlonhydiriquce.ucmatceG sak als sek os 13,7 
= TOPMMCUC sae a tias be taeaiet ves ee ew see 13,4 
= CKO UIC Came caeeb aes Ma Retae crab ne mete 13,: 
— HUE YVR ORES Me eraiiane coed Ake ke Dist toneys 13,7 
= VACUO Re Pte: oti tae a cies teen ght ott eee eed es) 
— Demz Oi Oeprremte coe ois emt kate atyecasenc ss 3,9 

—_ SOUMUITAGU GC Aireren eta ete nared eevee taisce « 15,85 
— ORC Craycray eae came Misa eel A Reais 14,5 

see LARUPL CU Cre roy tee Sumtenarcista pediete cya taaicteartwehs otters 12,95 
—_— [DINOS MN LCs Wg Some ome cea se fe daedee abr 14,7 
— CUP RR  tevenketisicin ties ee cher howe dn ens Sooty 12,6 


Si on ajoute une seconde molécule de soude, on obtient : 


AVECMI ACME SMUT CNCOLC has asc cf sess cnr ee cde es © 45,85 
—_ oxalique = nuictad anode ounaGat anos 14,3 
— tartrique hed onc saben oes 42,95 
— citrique SM yer cist lepers Tamas ns ante 12,8 


Au contraire, avec acide phosphorique, on nobtient plus 
que LI cal. 6. L’acide borique donne, quand on le sature avec 
une seule molécule de soude, 11 cal. 6, comme le second 
hydrogéne fonctionnel de l’acide phosphorique. 

Liacide carbonique, bibasique, donne — par saturation 
compléte & la soude 20 cal. 2, soit, pour une demi-molécule, 
10 cal. 1. J'ai pensé qwil devait, lui aussi, étre mactif sur la 
lacease. Je Vai essayé dans un appareil a sparklets, & une 
concentration voisine de N/4 ; le liquide a commencé a se 
colorer en rose aprés une heure un quart et, le lendemain, il 
renfermait un dépot de tétragayacoquinone. 

Il existe une méthode purement: chimique pour distinguer 
les acides qui paralysent énergiquement la laccase de ceux qui 


Tf. 
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sont dépourvus de cette propriété. Elle consiste dans l'emploi 
de certains réactifs colorés, notamment deVhélianthine, appelée 
aussi tropéoline, orangé Il ou encore méthyl-orange. Cette 
couleur, préparée par la maison Poirrier, est le sel de sodium 
du diméthylaminoazobenzéne sulfoné. 


(CH3)2N — CoH’ — N= N — COH* — SOPH 


Tous les composés actifs sont acides & la fois & la phtaléine 
du phénol, au tournesol et & Vhélianthine. Les composés inactifs 
réagissent comme acides seulement avec la phtaléine et le 
tournesol; ils sont neutres & Vhélianthine. 

Le parallélisme entre laction des composés acides sur le 
colorant azoique et sur la laccase est si complet, quil est 
possible de prévoir les plus petites particularités signalées au 
cours de ce mémoire d’aprés la maniére dont est produit le 
virage de Vhélianthine. Les composés comme l’acide chlorhy- 
drique, lacide oxalique, qui, lorsqu’on les emploie & saturer un 
ueali, en présence de Vindicateur, déterminent un virage 
presque instantané, du jaune au rouge, dés qu’on vient a 
dépasser la quantité nécessaire & la saturation, sont ceux qui 
agissent sur la diastase oxydante avec le maximum d’énergie. 

Les composés qui ne déterminent plus qu'un virage pro- 
gressif paralysent encore la laccase & de grandes dilutions, 
mais, leur activité, déji plus petite que celle des acides précé- 
dents, décroit au fur et & mesure de leur aptitude a faire virer 
Vindicateur. C’est ce qu’on observe tres nettement, par 
exemple, avec lasérie des acides formique, acétique et butyrique. 
Le premier de ces acides, & virage rapide, se range ’ cété des 
acides les plus forts; Pacide acétique, et surtout acide butyrique, 
dont le virage est de plus en plus lent, doivent étre employés, 
pour produire le méme effet, & des doses de plus en plus fortes. 

Les composés, enfin, comme Vacide borique, Vacide carbo- 
nique, le phosphate monopotassique, le citrate bipotassique, 
qui ne réagissent pas sur Vhélixnthine sont sans action appré- 
ciable sur la laccase.. 

La méthode chimique pour la distinction des deux sortes 
dacides est excessivement simple & employer. Elle est en 


méme temps plus précise et plus générale que la méthode 
thermochimigue. 


ere Se oe? 
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—Lacide citrique a donné & Thomsen, puis a Berthelot et 
Louguinine, des chaleurs de saturation & peu pres égales pour 


les trois fonctions acides, Voici les chiffres empruntés & leurs 
tableaux '. 


Calories 

Chaleur de saturation donnée par une premicre molécule de soude. 12,60 
== m3 seconde = EO 

= — troisieme — 12,93 


Diaprés la remarque que j'ai faite plus haut, le citrate 
bipotassique devrait paralyser la laccase. Il n’en est rien; la 
régle thermochimique est done en défaut. I n’en est pas de 
méme si on examine l’action de l'acide citrique et des citrates 
sur ’hélianthine. 

Quand on sature progressivement une solution alealine par 
de Vacide ecitrique, en présence de cet indicateur, on voit le 
liquide rester jaune jusqu'au moment ot: il apparait du citrate 
monosodique; a partir de ce moment, il prend une teinte 
orangée, puis rouge: dés quil y a de Vacide libre, il devient 
Wun beau rouge. Inversement. quand on sature Vacide par la 
soude, le liquide reste rouge tant quon n/a pas dépassé une 
molécule de soude pour une d’acide; si on continue a verser de 
Valeali, la teinte passe au rouge orangé, puis. peu a peu. au 
jaune pur; cette derniére couleur est atteinte seulement quand 
on dépasse deux molécules de soude pour une d’acide. Confor- 
mément a cette maniére de se comporter vis-a-vis de Phélian- 
thine, Vacide citrique libre réagit sur la laccase comme un 
acide bibasique puissant: le citrate monopotassique (ou mono- 
sodique) comme un acide monobasique & virage progressif; 
enfin, le citrate bipotassique est sans action. 

La fagon dont se comportent les divers atomes dhydrogéne 
Gectro-négatifs, soit de Vacide phosphorique, soit de Tacide 
citrique, lorsqu’on les met en présence de la lacease, révele 
des différences quil (tait assez difficile de y révoir par le simple 
examen des formules, surtout en ce qui concerne [acide 
phosphorique. Il parait nécessaire de lenir compte. entre les 
trois fonctions acides de ces composés, d’une difference beau- 
coup plus grande qu’on le fait dhabitude. 

Il peut arriver, dans certaines recherches sur la laccase, 
qu'on soit excessivement géné par la présence des acides. en 


1. Annales Chim. Phys., 5° série .t. IN, p. 14 (1876), 
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particulier quand ils’agit d’évaluer comparativement le pouvoir 
oxydasique de plusieurs sucs végétaux. Des differences trés 
petites, méme inappréciables aux réactifs les plus sensibles, 
dans le degré d’acidité de ces sucs, suffisent pour fausser 
complétement les résultats. pour en renversecr quelquefois le 
sens. Beaucoup de sucs végétaux renferment assez d’acides 
(tartrique, citrique, oxalique, etc.), libres ou partiellement 
combinés, pour empécher totalement Vaction de la laccase. Il 
est un moyen de parer & cette circonstance défavorable, c'est 
de remplacer Vacidité des sucs par celle dun acide inactif. Si 
on ajoute, par exemple, un peu de phosphate bipotassique, 
méme en solution fortement acidifiée au tournesol par du sel 
monopotassique, & un liquide dans lequel la laccase est paralysée 
par un acide fort. on voit réapparaitre le processus d’oxydation. 
Chose paradoxale au premier abord : la solution ajoutée, 
fortement acide au tournesol, rétablit Vactivité d'un ferment 
soluble que paralysait une dose d’un autre acide, & peie suffi- 
sante pour impressionner le réactif colorant. 

Kn pratique, on peut opérer de plusieurs facons pour faire 
disparaitre Vacidité nuisible dun liquide oxydasique. La plus 
simple consiste & neutraliser en présence de tournesol ou de 
phtaléine. a dépasser méme trés Iégérement la dose d’aleali 
nécessaire, puls & revenir & une minime acidilé avee de lacide 
borique, du phosphate monopotassique ou du citrate bipotas- 
sique. 

Dans ces experiences, j ai utilisé une préparation de lacease 
trés active et irés pauvre en matiéres minérales; elle n’apportait 
done dans les solutions que des traces de sels étrangers. C'est 
pourquot les résultats ont été si nets. 

Il en serait autrement si on opérait avee des sucs cellulaires 
ou des préparations riches en sels et, de plus, relativement 
pauvres en laccase. On pourrait tres bien trouver alors que 
addition d’une petite quantité dacide acétique ou sulfurique 
est presque sans effet, simplement parce que Vacide aurait été 
neutralisé, au sens de l’action antidiastasique, par la présence 
dun sel d’acide inactif, comme un phosphate ou un citrate. 
Crest seulement & partir dune certaine proportion d’acide 
ajouté, en rapport avec la quantité de sel neutralisant, qu’on 
pereevrait un arrét de Ja lacease. A moins d’employer compara- 
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tivement divers indicateurs colorés, parmi lesquels |’hélianthine, 
on ne pourrait analyser les phases du phénoméne et on 
conclurait a lexistence d’une proportion critique d’acide 
au-dessus de laquelle le ferment soluble deviendrait tres vite 
paralysé. 

Ceci montre, dune maniére tres générale d’ailleurs, avec 
quel soin il faut étudier & la fois au point de vue qualitatif et au 
point de vue quantitatif, la réaction des milieux ot s’accom- 
plissent des transformations diastasiques. 

Les faits qui sont exposés dans ce mémoire apportent une 
notion nouvelle & la connaissance. encore trés imparfaite. de 
la constitution chimique de la laccase. 

Nous savions que ce ferment soluble est assimilable & un sel 
manganeux, mais nous ignorions tout de la nature du radical 
électro-négatif lié au métal. L’étude de action des acides sur 
la laccase, nous permet d’¢valuer aujourd’hui le degré d’activité 
chimique de ce radical, de le ranger, approximativement, & cdté 
du diméthylaminoazobenzéne sulfoné. Est-ce un acide de la 
série des polysaccharides? est-ce un acide aminé, une substance 
protéique? C’est un point au sujet duquel nous sommes pour le 
moment réduits aux suppositions. On peut, d’ailleurs, @aprés 
mes précédentes recherches, entrevoir non pas une oxydase, 
mais une série d’oxydases manganeuses, différentes les unes 
des autres par la nature du radical ¢lectro-négatif. 

J ajouterai, pour terminer. que les faits observes en étudiant 
Vinfluence des acides sur la laccase, paraissent susceptibles 
d'une certaine généralisation. Non seulement ils s’appliquent, 
dans leurs grandes lignes, & la tyrosinase, mais sans doute 
aussi & des ferments solubles d’un type bien différent, a des 
diastases hydrolysantes. Ainsi, d’aprés les observations de 
Fernbach', corroborées par celles de Maquenne et Roux?, la 
saccharification de lamidon par l’extrait de malt atteint son 
maximum d’intensité dans un milieu contenant des phosphates 
primaires, mais exempt d’acide phosphorique libre, c est-a-dire 
neutralisé exactement & Vhélianthine. Peut-étre y a-t-il, le 
manganése mis & part, quelque rapport insoupgonné entre la 
diastase du malt et Voxydase de larbre a laque? 

1. C. &. Ac. des Sciences, t. CXLII, p. 285 (1906). Voir aussi FErnsacn et 


Wourr, id., t- CXLV, p. 26 (1907). 
2, G. R. Ac, des Sciences, t. GXLII, p. 124 (1906). 
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ROLE DES BACTERIES 
dans le développement de certains Myxomycetes 


Pan Ernest PINOY 


(Suite et fin.) 


Il 
RECHERCHES SUR LES MYXOMYCETES ENDOSPORES 


Dans la nature, les Myxomycétes endosporés se rencontrent 
le plus souvent sur les feuilles mortes, la mousse, les branches 
de bois mort et sur les vieux trones d’arbres pourris. 

Rien n’est plus facile que d’en avoir des cultures au labo- 
ratoire, en y transportant les fragments de bois ow les feuilles 
mortes qui les portent. Ces matériaux sont mis dans des 
assiettes que l'on recouvre d'une cloche. Il suffit de les arroser 
dés le début. On souléve ensuite de temps en temps la cloche de 
maniére & maintenir un état d humidité et d’acration convenable. 
J'ai pu obtenir ainsi sur les mémes fragments de bois, pendant 
plusieurs années consécultives. des cultures d Arcyria ferrugined. 
de Trichia vari, de Comatricha obtusata et de Stemonitis fusca. 

Ce sont des procédés de cultures analogues quont employé 
la plupart des savants, Cienkowsky, Rostafinsky, de Bary. 
Lister, qui ont étudié le développement de ces Myxomyeetes. 

Je rvappellerai briévement les essais de culture en milieu 
plus ou moins artificiel que quelques auteurs ont réalisés. 

Cienkowski (6) a obtenu les plasmodes de Licea pannorum 
(Perichena populina Fries) en ensemencant les spores sur 
des carottes pourries. Il a cultivé Didymium libertianum (Didy- 
minum difforme Duby) dans Veau. 

Ward (35) étudie en gouttes pendantes, dans une décoction 
de jacinthes, un Myxomycéte quil ne détermine pas (il s’agit 
probablement du Didymium difforme) et quwil avait trouvé sur 


des racines de jacinthes cultivées dans de Veau contenant un 


peu de sel de chaux, de magnésie, de potasse et de soude. La 
chambre humide était aseptisée au préalable et il obtenait ainsi 
une culture ne renfermant exclusivement que des Bactéries, 
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Stahl et, aprés lui, Strasburger (31) emploient pour le Chondrio- 
derma difforme (Didymium difforme) un milieu analogue & celui 
de Ward. Is ensemencent les spores dans une décoction de 
tiges de Feve; puis ils font plonger dans cette décoction des 
tiges du méme végétal, et sur celles-ci ils voient se former les 
plasmodes et les appareils sporiféres. Ensch (9) arépété les expé- 
riences de ces auteurs ef fait remarquer qu’il’est curieux de voir 
que les plasmodes se forment uniquement sur les tiges de Feve 
et non sur les parois du récipient. Cela tiendrait & ce que latige 
de Féve laisse diffuser dans le liquide de culture une substance 
chimique exergant sur les amibes une influence chimiotaxique. 
Toutes les amibes sont attirées vers la tige de Féve et l’on 
comprend que les plasmodes ne puissent se former que Ia. 

Dans un travail fait au laboratoire de Pfeffer, Stange (30 bis) 
avait déja montré que les myxamibes de Chondrioderma étaient 
attirées dans des tubes capillaires contenant de l’extrait de Feve. 
Toutes les cultures de ces auteurs sont trés impures. Les Bacté- 
ries, les Flagellates, les Amibes y pullulent. 

Comme Ward, Miller (19) obtient des cultures otiles seules 
impuretés sont des Bactéries. Hl cultive ainsi Physarum cinereum, 
un Stemonitis, Chondrioderma (Didymium) difforme. Didymium 
microcarpon (Didymium nigripes Fries). Son milieu de culture con- 
siste en une solution de foin ou d’eau additionnée de 2 0/0 de 
lait. Il y fait plonger des brindilles de foin etle tout est stérilisé. 

Dans un travail récent, Constantineanu (8) dit avoir pu réus- 
sir des cultures de Myxomycétes dans les solutions suivantes : 
Knop 1 0/0,dextrine 10/0, glucose 2, 50/0, ou bien Knop 40/0, 
dextrine 50/0. Ia soitseulement les plasmodes, soit quelquefois 
aussiles appareilsde fructificationd Athalium septicum. Physarum 
didermoides, Didymiumeffusum, Badhamia macrocarpa, Leocarpus 
vernicosus, Amaurochwte atra, Chondrioderma reticulatum. 

Dans son étude, Contanstineanu ne s'est occupé ni de la 
pureté de ses cultures, ni du rdle que les Bactéries pouvaient 
y jouer en modifiant la composition du milieu. 


Peut-on obtenir une culture pure de Myxomycétes endosporés? 
Il faut pour cela avoir des spores pures *. Jusqu ici je n’ai pu 
y réussir. Je n’ai pu y réussir pour deux raisons: 
4. J’entends par spores pures, des spores qui, mises dans un tube de bouillon, 
laisseront ce bouillon indéfiniment stérile, 


; 
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1° Parce que l’intérieur des sporanges de Myxomycetes est 
rempli d’impuretés (Bactéries, spores de Champignons, kystes 
de Protozoaires) ; 

2° Parce que les spores des Myxomycétes endosporés ne 
résistent pas & un chauffage un peu élevé en milieu humide. 
Comme elles sont accompagnées de Bactéries sporulées, l’éther 
etle chloroforme ne peuvent donner aucun résultat. 

Pour donner une idée de la quantité dimpuretés contenue 
dans un sporange de Myxomycéte, je vais exposer le résultat 
d'une numération des germes uniquement baetériens contenus 
d'une part dans un sporange jeune, d’autre part dans un spo- 
range mur de Trichia varia, développé sur bois dans une 
assiette sous cloche. 

Le sporange jeune est prélevé & l'aide de pinces flambées. 
Puis, la calotte supérieure est enlevée a Vaide de l’extrémité 
dune pipette chauffée au rouge. Avec une autre pipette, il est 
facile de vider le sporange de son contenu. Le contenu étant 
dilué dans Veau ordinaire stérile, on fait une numération 
approximative des germes par ensemencement dans la gélatine 
répartie dans des boites de Pétri. Sans tenir compte des germes 
inaptes a se rajeunir. nous trouvons 200 colonies pour un spo- 
range qui n/a certainement pas 2 millimétres cubes de capacité. 

Les germes les plusfréquents sont les Bacillus fluorescens var. 
liquefaciens et var. putridus, Bacillus subtilis, Bacillus luteus, Sar 
cina lutea, Bacillus violaceus, Sarcina aurantiaca. 

Pour le sporange mur, le nombre obtenu a été plus fort. 
375 colonies, mais il faut tenir compte de la maniére dopérer 
qui est différente et qui introduit une cause d’erreur. En effet, 
on est forcé de faire éciater le sporange avec une pointe flambée 
au-dessus dune boite Pétristérile, puis de reprendre par eau le 
contenu de la boite Pétri: or, foreément, il ya un peu de débris 
de membrane quiaménent des germes étrangers. 

Ne pouvant avoir des spores pures, ne pouvant par consé- 
quent avo recours immédiatement & la méthode synthétique, 
jai procédé par analyse. 

Un sporange de Didymium difforme est prélevé aseptique- 
ment et mis dans une boite de Pétri stérile. On le fait éclater 
avec une pointe flambée. Les spores ainsi disséminées sont 
recueillies peu a peu a Taide dune spatule stérile trempée 
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dans de Veau stérilisée et réparties & la surface une gélose 
nutritive, dans un grand nombre de tubes. 

Cette gélose est préparée de la maniére suivante : 

20 grammes de gélose sont mis & laver dans un courant 
(eau pendant 24 heures. Puis on les rince a plusieurs reprises 
dans Peau distiliée. Enfin on les met dans un litre d’eau, dans 
lequel on ajoute 20 grammes de bois pourri. Le tout chauffé 2 
115° est réparti aprés filtration dans les vases de culture et l’on 
stérilise par chauffage & 114° pendant 1/4 Vheure. 

Les tubes ensemencés sont laissés a la température du 
laboratoire. Un petit nombre de tubes, examinés aprés quelques 
jours, ne montrent aucune culture ni de Bactéries, ni du 
Myxomycéte. Le plus grand nombre montre dés le début 
des cultures trés variées i Bactéries, d’Amibes, de Flagellates. 
Enfin d'autres, d’aspect beaucoup plus pur, montrent des zoos- 
pores dans Peau de condensation. Sur ceux-ci, on ne tarde pas 
i voir paraitre des plasmodes, puis des appareils sporiferes. 

Le développement de Didymium difforme peut étre tres 
rapide et s’effectuer en moins de 4 jours. 

C’est parmi ces tubes que jai pu trouver Didymium difforme 
en culture pure mixte avec une Bactérie, Cette Bactérie isolée 
et ajoutée aux tubes qui, contenant des spores de Didymium 
difforme, étaient restés stériles a permis le développement com- 
plet de Didymium difforme. 

Cette Bactérie a la forme d'un batonnet dune longueur de 
22 3 u et dune largeur de 1 p» environ. Elle est immobile 
et prend le Gram. On y observe la formation des spores tantot 
au milieu, tantot pres de lune des extrémités, 

Les colonics sur plaques de gélatine sont nummulaires, 
d’un beau jaune; elles ne liquéfient pas la gélatine. Le bouillon 
se trouble et il y a formation dun voile a la surface 

Sur gélose la strie d’ensemencement est plus ou moins 
épaisse, jaune. luisante avec des rugosités. 

D’aprés ces caractéres, cette bactérie se rapproche de Bacil- 
lus luteus Fliigge. 

En ajoutant cette meme Bactérie i des tubes de gélose de 
bois contenant des spores de Didymium effusum qui ne s étaient 
pas développées, j'ai réussi & produire ’évolution complete de 


ce Myxomyceéte. 
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Des essais, faits avec quelques autres Bactéries (B. fluores- 
cens, B. coli), ne m’out donné aucun résultat. D’ott j’at. conclu 
que si celle Bactérie n’est pas absolument nécessaire (certaines 
Bactéries peuvent peut-étre jouer le méme role), du moins elle 
est tres favorable. 

En résumé, tandis que jusqu ici on n/avail eu que des cul- 
tures trés impures, je suis arrivé & cultiver deux espices de 
Myxomycétes endosporés avee une seule Bactérie, montrant 
ainsi que l'on peut comme pour les Amibes, comme pour les 
Myxomycétes acrasiées, avoir des cultures pures mixtes de 
Myxomyecétes endosporés. 


OBSERVATIONS SUR LES CULTURES DE Didymeum difforme ev DE 
Didymium diffusum. 


Lorsque les colonies bactériennes sont séparées 4 la sur- 
face du milicu, on remarque que les plasmodes se forment tou- 
jours au niveau des colonies bactériennes. Peut-étre faudrait-il 
chercher la lV’explication du fait que dans les expériences de 
Stahl, d’Ensch, les plasmodes se forment seulement sur les 
tiges de Féve. En, effet, alors que le milieu liquide est épuisé, 
nest plus convenable pour la culture des Bactéries qui s’y trou- 
vent, la tige de Féve offre aux Bactéries un bon milieu de cul- 
ture et par suite attire les myxamibes. 

Lorsque les plasmodes vont fructifier, ils fuient les colonies 
bactériennes et Uhumidité. 

Pourtant si l’on fait la culture en milieu liquide, en vase 
d’Erlenmeyer selon la méthode de Miller, on voit qu’avant de 
fructifier, le plasmode qui est sorti du liquide se nourrit encore 
par osmose durant quelque temps. 

IL laisse quelques fins prolongements plonger dans le 
liquide. Puis, & un moment, ces prolongements se rétractent 
eux-mémes, le plasmode se rassemble en plusieurs petites 
masses qui se tranforment en sporanges. 

Il arrive assez fréquemment soit que le substratum soit trop 
sec, soil que la gélose soit couverte de Bactéries, de voir 
Didymium effusum former son appareil sporifere dans Peau de 
condensation. Dans ces conditions le pied avorte, le capillitium 
est tresréduit ; les spores sont mélées d’éléments arrondis beau- 
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coup plus gros dont la membrane sans ornements est plus 
épaisse et ne présente pas la réaction de la cellulose; ce sont de 
véritables kystes. 

I n’est pas rare d’observer l’existence de kystes semblables 
dans les sporanges de nombreux Myxomyeites. 

Je les ai constatés dans des sporanges de Leocarpus vernico- 
sus, @Arcyria ferruginea, de Trichia varia. 

Il faut sans doute attribuer & la présence ou & absence de 
ces kystes les opinions contradictoires des auteurs relatives a la 
durée de la vitalité des spores. 

On ne doit pas oublier que chez les Myxomycétes les kystes 
sont les véritables formes de résistance tandis que les spores 
ne sont que des organes de dissémination. 

J'ai eu des plasmodes de Didymium effusum par Vensemen- 
cement de kystes datant de cing ans. 

Les kystes supportent trés bien Vaction des solutions alca- 
lines concentrées. J’avais vu la un moyen de purification des 
Myxomycétes. Seulement les plasmodes obtenus, quoique asso- 
ciés avec Bacillus luteus, n’ont jamais donné appareils de 
fructification. 

La méme chose s’est produite dans mes cultures pures 
mixtes successives de Didymiwmn difforme et de Didymiwm 
effusum. Apres plusieurs ensemencements fructueux, le milieu 
et les conditions extérieures étant les mémes, il n’y a plus eu 
dans les cultures que production de plasmodes qui se transfor- 
maient en sclérotes (amas de kystes). 

Il y a lieu par suite de se demander si, pour la fructification, 
il n’est pas nécessaire quil y ait une conjugaison préalable de 
plasmodes de signes différents (+ et —), de méme qu'il faut 
deux thalles différents, chez certaines Mucorinées, daprés les 
recherches de Blakeslee pour la production de Vceuf, Dans cette 
hypothése, il n’y aurait plus eu dans mes cultures que des 
plasmodes de méme signe. 

Ensch a fait sur Didymium difforme Vobseryation suivante : 
les spores qui germent sur milieu solide donnent directement 
une myxamibe. 

Vai pu vérifier ve fait et voir quil en est de méme pour 
Didymium effusum, La zoospore ne se produit quen milieu 
liquide. 
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Dans les mémes conditions, sur milieu solide, jai observé 
la germination des spores de Spumaria alba. La masse proto- 
plasmique et le noyau des spores se divisent en deux, en quatre, 
puis en huit, et on a huit myxamibes. 


IV 


RECHERCHES SUR LE PLASMODIOPHORA BRASSICA 


Depuis le travail classique ot Woronin montrait que la 
« hernie » du Chou est due & introduction d’un parasite, le 
Plasmodiophora brassice, dans les cellules de la racine du végé- 
tal, co Myxomycéte a été Pobjet de nombreux travaux cytolo- 
eiques dont les plus complets sont ceux de Nawaschin et de 
Prowazek; meme quelques auteurs, comme Podwyssotzki ont 
voulu voir une cerlaine relation entre lui etle cancer de PFhomme. 

Sa biologie au contraire a éLé peu étudiée et cependant c'est 
son étude biologique qui seule pourra permettre de trouver le 
moyen de le combattre avec efficacité. Car ce parasite occa- 
sionne des pertes considérables et une fois quil a envahi une 
culture de Choux, il n’y a pas d’autres remédes que d’aban- 
donner cette culture. 

Les recherches que j'ai précédemment exposées sur les 
Myxomycetes endosporés et acrasiés, m’ont amené a rechercher 
si les Bactéries ne jouaient pas un role dans le développement 
de ce parasite. 

En souilant avec des spores de Plasmodiophora brassicew la 
terre contenue dans des pols ot j’avais ensemencé des graines 
de Brassica oleracea, j’ai reproduit Vinfection expérimentale. 

Les petites tumeurs produites sur les racines des jeunes 


plants furent fixées dans le liquide de Flemming-Borrel, dont 


la composition a été indiquée plus haut, et incluses dans la 
paraffine. Les coupes ont été colorées de la maniére suivante 
d’aprés une méthode de Borrel : 

Mordangage au tannin a 1 0/0 pendant 1/2 heure: surcoloration a la 
thionine, puis différenciation par la méme solution de tannin. 

Cette méthode (Planche XV, fig. 8) colore trés bien le para- 
site et ses noyaux sont bien visibles, formés dun karyosome (KX) 
central entouré d’une zone claire limitée par une membrane et 
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plongés au milieu d’un protoplasme granuleux contenant de 
nombreuses gouttelettes d’huile colorées en noir par Vacide 
osmique. En outre dans les cellules envahies par le parasite et 
dont le noyau (N) présente toujours une hypertrophie du 
nucléole (7m), on distingue au milieu des granulations protoplas- 
miques et de leucites, de petits amas (B) morphologiquemen 
semblables & des amas de Bactéries. Ils sont tres fortement 
colorés et sont constitués par des formes soit coccus soit bacille, 
isolées ou bien associées par deux. 

L’observation microscopique ne pouvait donner qu’une 
indication et on ne pouvait conclure avec certitude que les 
zoospores du parasite en pénétrant dans les racines de la plante 
y avaient introduit des Bactéries. Il était nécessaire de le 
démontrer par la méthode des cultures. | 

Mes premiéres recherches furent faites avee les petites 
tumeurs que Javais & ma disposition. Je fis des prélévements 
aseptiques dans un grand nombre dentre elles en brdlant la 
surface avec un fer rougi et puisant dans lintérieur avec une 
pipette stérile. L’ensemencement du contenu de la pipette dans 
du bouillon donna toujours lieu @ une culture bactérienne. 

Mais étant donné le peu de volume des tumeurs, je ne pou- 
vais briler trés profondément; il pouvait y avoir la une cause 
(erreur, 

Jai cu alors un matériel de choix dans des tumeurs, grosses 
comme le poing, formées sur Brassica sinensis '. Ces tumeurs 
te présentent aucune trace de pourriture; sur la coupe. elles 
sont dune blancheur magnifique. 

La surface dune de ces tumeurs est. comme précédemment, 
bralée profondément en un point avec un fer rouge et des pré- 
lévements aseptiques sont opérés au moyen de pipettes fambeées. 

Les prises ainsi faites contiennent un grand nombre de 
spores du parasite. Ensemenecées en bouillon, sur gélatine, sur 
gélose, elles donnent lieu & un abondant développement de 
Bactéries. Dans les cultures bactériennes ainsi obtenues, on 
rencontre presque toujours des Bactéries fuorescentes. 

Ainsi en s’introduisant dans la racine du Chou. le parasite y 
introduit des Bactéries. Quel role jouent-elles? 

4. Ces tumeurs nvVayaient été obligeamment fournies par M. Ie professeur 
Manegin. 
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Pour étudier ce point particulier, il était nécessaire de faire 
des cultures du parasite, de pouvoir suivre en tube le dévelop- 
pement de Plasmodiophora brassicw. 


Jai pu réussir & obtenir le développement expérimental du 
Plasmodiophora brassicw, en employant la méme technique dont 
Matruchot et Molliard (16) s’étaient servis pour la culture du 
Phytophthora infestans. Ces auteurs ont en effet cultivé le Cham- 
pignon de la maladie de la Pomme de terre en lensemengant 
sur des fragments prélevés aseptiquement dans lintérieur dune 
pomme. de terre & l'aide @un emporte-piéce stérile. De méme, 
je me suis servi de l’emporte-piéce que Borrel a fait construire 
pour prélever aseptiquement des morceaux de tissu cancéreux ; 
Vinstrument était stérilisé au four & flamber, la surface de 
jeunes navets était profondément brilée au brile-peau. On pou- 
vait ainsi prélever aseptiquement des fragments que l’on mettail 
dans des tubes flambés. Ces tubes étaient ensemencés avec des 
spores prélevées elles-mémes aseptiquement, comme plus haut, 
ai Vintérieur des tumeurs. Ils étaient fermés a la lampe et 
placés a VPétuve a 22°. 

Ilse produit dés les premierg jours une culture discréte de 
Bactéries aérobies, culture bientot arrétée par suite de l’épuise- 
ment de loxygéne. Cing jours déja apres ’ensemencement, on 
trouve a Vintérieur des cellules du fragment de navet, le Plas- 
modiophora a divers stades, plusieurs cellules sont méme bour- 
rées de spores. 


Répétons la méme expérience en tubes ouverts, en tubes 
simplement bouchés aucoton : les Bactéries aérobies qui accom- 
pagnent les spores pullulent et aménent la pourriture du navet. 


J'ai avantageusement modifié la technique que je viens 
(’exposer par l'emploi de Vhuile de vaseline. En effet, il arrive 
souvent que les spores sont souillées, non seulement de Bacté- 
ries aérobies, mais aussi de Bactéries anaérobies; dans ce cas, 
les gaz produits par la fermentation arrétent V’évolution du 
Myxomycéte et en méme temps le tube est transformé en une 
bombe dangereuse. On évite de fermer le tube, en mettant de 
Vhuile de vaseline stérilisée dans les tubes, de manidra A 
recouyrir complétement les fragments de navets. 
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Ainsi, de méme que, d’aprés les recherches de Matruchot et 
Molliard, la pourriture dans la maladie de la Pomme de terre 
est causée par les Bactéries introduites par le Champignon 
(dans les cultures pures du Phytophthora infestans sur la Pomme 
de terre, on ne constate en effet jamais de pourriture), de méme 
la pourriture de la hernie du Chou est due aux Bactéries 
introduites dans la racine par le parasite. Ces Bactéries 
se mettent a pulluler quand les conditions extérieures sont 
favorables et on sait que ces conditions sont un terrain 
humide, la pluie. Tout le tissu des racines se détruit et il n’en 
reste absolument que la partie libreuse. 

On peut voir ici une véritable symbiose entre le Myxomycéte 
et les Bactéries. 

Le Myxomycéte entraine les Bactéries avec lui, et les améne 
dans un milieu qui leur deviendra extrémement favorable; de 
leur cété les Bactéries en détruisant laracine du Chou mettront 
en liberté les spores du parasite qui sont incluses dans les 
cellules. 

En outre il semble que les Bactéries soient nécessaires & la 
vie extracellulaire du parasite. 

En effet, des spores ayant été ensemencées sur un grand 
nombre de tubes de gélose a l’eau, la plupart de ces tubes 
contenant des Bactéries ont donné lieu & un début de dévelop- 
pement : j'ai pu y observer la formation de zoospores, puis 
@amibes extrémement petites qui s’arrondissent et ont alors 
un diamétre de 3 a 4 uv. Ces amibes périssent le plus souvent, 
mais, parfois, elless’entourentd’une membrane quine présente 
pas la réaction de la celluiose et qui se colore en jaune par 
Viode. Avec ces petits kystes, j’at reproduit Pinfection expéri- 
mentale et les cultures. 

Je n’ai pas constaté l’évolution des spores dans les tubes ott 
il n’y avait pas de culture bactérienne. 


CONCLUSIONS 


1° Par l'étude de trois espéces d’Acrasiées, de deux Myxo- 
mycetes endosporés et enfin d'une espece parasite, je crois 
avoir établi la grande importance que peut prendre lassociation 
des Bactéries dans le groupe des Myxomycétes. Que certains 
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Myxomycetes puissent vivre avec d’autres microbes ou méme 
se nourrir uniquement par osmose, c’est a démontrer ; 

2° Dans la nature, les spores de Myxomycetes ne sont 
jamais pures, qu’elles soient contenues dans du mucus comme 
chez les Acrasiées, dans un sporange comme chez les Endos- 
porées, dans une cellule de la racine d’un végétal comme chez 
une espece parasite, Plasmodiophora brassice. Jusquici on ne 
connait pas de Myxomycéte capable de vivre en culture pure. 
Mais il est possible d’avoir des cultures dites cultures pures 
mixtes. ov. le Myxomycete est en association avec une seule 
Bactérie ; 

3° Jai réalisé la culture pure mixte de trois Acrasiécs, 
Dictyostelium mucoroides, Dictyostelium purpureum, et Polysphon- 
dylium violaceum avec diverses Bactéries : : 

Ces Myxomycétes sont. parasites des colonies bacté- 
rennes. Leurs myxamibes ingérent les Bactéries et les dig¢érent 
dans leurs vacuoles & l’aide d’une diastase voisine de ’amibo- 
diastase ; 

5° J'ai montré l’ importance taxinomique que peuvent prendre 
les pigments des Bactéries chromogeénes associées. J’ai fait en 
méme temps quelques recherches sur la coloration vitale des 
myxamibes par les pigments bactériens ; 

6° J'ai ajoutédes observations sur la cytologie et le dévelop- 
pement de l’appareil sporifére des Acrasiées étudices; 

7° Jai réalisé la culture pure mixte avec Bacillus luteus 
Fliigge de Didymium effusum et de Didymium difforme, deux 
Myxomyeétes endosporés; j'ai donné des remarques sur ces 
cultures; 

8° Enfin, en étudiant le développement d'un Myxomycite 
parasite des racines des Cruciféres, le Plasmodiophora brassicw. 
i Vaide de cultures faites in vivo et in vitro, jai mis en évidence 
le réle que jouent les Bactéries introduites dans ies racines 
par le Myxomycéte. Ce sont elles qui aménent le pourriture. 
lorsque les conditions extérieures deviennent favorables & leur 
pullulation. Ici, j'ai pu montrer qu‘il s’agissait dune vraie 
symbiose. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 
(Voir ces Annales, ne 8, pl. XIIL & XVI). 


PLANCHE XIII 


Fig. 1. — Photographie d’une culture de Dictyostelium purpureum. On voit 
que les appareils sporiféres partent tous des colonies bactériennes et se dirigent 
vers le fond de la boite, vers la lumiére dontla direction est indiquée par la fléche. 

Pig. 2. — a, myxamibe de Dictyostelium mucoroides : on voit son noyau. — 
Photographie Wune préparation colorée a Vhématoxyline au fer. ; 

fig. 3. — a, myxamibe de D. mucoroides dont le noyau s'est divisé, 

6, myxamibe de D. mucoroides provenant d'une division; les deux chromo- 
somes ne se sont pas encore séparés. Grossissement : 4200. 


PLANCHE XIV 
Fig. 4, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,40, 14. — Germination de la spore de D. mucoroides. 
Les grains chromatiques sont colorés en rouge. Coloration &@ la méthode Laveran 


Fig. 12. — Jeune myxamibe dont le noyau est en voie de division. 

Fig. 18. — Jeune myxamibe se divisant. 

Vig 14. — Jeune myxamibe Gmettant des pseudopodes lobulés, 

Fig. 45. — Jeune myxamibe a l'état de repos. 

Fig. 16, 17. — Myxamibe dont le noyau s’est divisé. 

Fig. 18. — Myxamibe dont les chromosomes se divisent. 

Fig. 19. —Myxamibe apres la division. Les deux chromosomes sont encore 
réunis. 

20. — Myxamibes encore réunies. 

Tig. 21, 22, 23. — Diverses formes de myxamibes. 


Fig. 24, 25. — Formes de division, 

Les figures 124 25 proviennent de préparations de D. mucoroides colorées a 
Vhématoxyline au fer. 

Fig. 26, 27, 28, 29, 30. — Myxamibes d'une culture de 46 heures d’aprés des 
préparations colorées par la méthode Laveran. — On peut yoir un grand nombre 
de Bactéries en voie de digestion & l'intérieur des vacuoles. N, noyau, B, Bacteéries. 

Tous les dessins sont faits au grossissement de 900. 


PLANCHE XV 


Fig. 4 et 2. — Myxamibes de Dictyostelium purpureum d'une culture de 
40 heures. Coloration méthode Borrel : rouge de Magenta, picro indigo carmin, 
On voit de nombreuses Bactéries dans les vacuoles. N. noyau, B. Bactéries. 

Fig. 3. — Myxamibe de Dictyostelium purpureum, Coloration par la thionine. 
Le noyau N n’est pas distinct, Les Bactéries se voient bien dans les vacuoles. 


Fig. 4, 5, 6, 7. — Myxamibes de Polysphondylium violaceum, culture de 
40) heures. Coloration par la méthode Laveran. 
Fig. 8. — Coupe d'une tumeur de racine de chou due au Plasmodiophora 


brassice. N. noyau des cellules du parenchyme, n, nucléole, g, grains d’amidon, 


K noyaux du parasite, Les pemnie noirs sont des granulations de g eraisse nanny oi 
par Vacide osmiqne. C, cellule envahie dont le merau est en karyokinése. 

bt B, Bactéries. . 
: Tous les dessins sont faits au 1 grossisscment de 1000. 
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Best. Fig. 1, — Coupe sagittale d'un amas de myxamibes. Début de formation del 
‘ hie: sporifére. C, masse d@’ amibes devenant claires et vacuolaires ; Gbauche 
_ dela formation du pied. Grossissement : 75. 
Beye ‘Fig. 2. — Coupe transversale d’une masse un peu plus dgée, le pied P s'est 
ito aifférenci. Grossissement : 450. Stee 
Setar Fig. 3. — Coupe sagittale d'une masse de méme ige montrant la torsion den 
Bras. la masse en méme temps que celle du pied P. Grossissement : 50. 
Pa Fig. 4. — Coupe sagittale montrant le pied P formé au début de rélévation de 
ia la masse sporifere ; Grossissement 3 0) 
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ACTION ANTISEPTIQUE DU METHANAL SEC 


aux différentes températures sur les germes microbiens 
et en particulier sur les spores du ‘* Bacillus subtilis ’’ 
PAR be PERDRIX 


3 


Dans un précédent mémoire', jai montré la rapidité de 
Vaction destructive exercée par le méthanal see sur les spores 
du bacillus subtilis, & la température de 100°. Pour ces expé- 
riences, } employais un appareil dont j’ai donné la description. 
qui permet de maintenir, a volonté, les objets dans une atmo- 
sphere saturéed’aldéhyde formique. Le méme appareil m’aservi 
» effectuer des essais entre 15° et 100°; et ce sont les résultats 
de ces expériences qui font Pobjet du présent mémoire. 


ACTION DU METHANAL SEG SUR LES SPORES DU @ BACILLUS SUBTILIS ». 


Avant de passer al exposé des résultats, je préciserai d’abord 
aussi nettement que possible les conditions expérimentales dans 
lesquelles je me suis placé. 

Le microbe sur lequel j opére est un subtilis vivace, donnant 
en 24 heures & 38° un voile abondant, gras et épais. On le cultive 
dans du bouillon de boeuf alcalin léger, placé sans précaution 
spéciale dans une cuvette en porcelaine. Le lendemain, il s’est 
formé un beau voile. La culture est additionnée de son volume 
WVeau, puis violemment secouée dans un flacon, afin de dissocier 
le voile autant que possible. Des morceaux de flanelle sont 
trempés dans ce liquide. égouttés, puis desséchés a la tempé- 
rature ordinaire. Telle est la substance qui m’a servi dans toutes 
mes expériences. — Cette flaneclle est ainsi recouverte de germes 
de subtilis, mais sans couche glaireuse ou albumineuse : bien 
que tres chargée de spores, elle parait peu différente, i Poeil et 
au toucher. du méme tissu non contaminé. On la découpe. en 

1. Perparx, Transformation reversible du trioxymétbyléne en méthanal, 


Application a l'étude de la stérilisalion par le méthanal sec aux températures 
levées. Annales de UInstitut Pasteur, t. XX, 1906, page 884. 
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morceaux de 2 c? environ de superficie ; puis ceux-ci sont pliés 
en quatre dans de petits carrés de papier a filtre. Ces derniers 
sont ensuite empilés réguliérement 10 par 10 dans un autre 
morceau de ce méme papier, qui est fermé et ficelé en croix de 
fagon a former un paquet unique. 

Ces paquets @expérience sont introduits dans Vappareil a 
méthanal, pendant un temps déterminé et a la température 
choisie. On les abandonne ensuite 24 heures dans le laboratoire 
pour leur permettre de perdre par diffusion le gaz antiseptique 
dont ils sont imprégnés; puis on les ouvre aseptiquement par 
Pune des extrémités. Chacun des petits paquets partiels est sue- 
cessivement extrait avec une pince flambée, puis introduit direc- 
tement dans le tube & culture, ot il s’;ouvre de lui-méme,. mettant 
la flanelle au contact du bouillon stérilisé. Les tubes d’essais, 
maintenus @38°,sont examinés chaque jourpendant six semaines. 

J’ai indiqué dans mon premier mémoire (loc. cit.) que, la tem- 
pérature de Pappareil d’exposition étant fixée, la tension du gaz 
méthanal est elle-méme exactement déterminée. A 70°, par 
exemple, la tension maxima de laldéhyde est de 210", Les 
résultats que je vais exposer ont toujours été obtenus en plagant 
les spores en atmosphéres ainsi saturées de méthanal. 

La contamination certaine de la flanelle par un subtilis trés 
résistant était manifestée par Vexpérience suivante : des paquets 
furent chaulfés & sec dans une étuve a 100°, sans méthanal, 
respectivement pendant 2, 5 et 10 heures. Aprés refroidissement, 
les petits morceaux de flanelle furent introduits aseptiquement 
dans du bouillon stérilisé. 

Tous les tubes renfermant des spores chauffées 2 heures & 100° 
étaient altérés le lendemain et présentaient un voile trés marqué. 
Aprés 5 heures de chauffe, tous furent encore contaminés, 
mais avec un léger retard : sur 10 tubes, 3 seulement étaient 
altérés le lendemain, 2 lesurlendemain, et les 5 derniers le troi- 
sitme jour. Aprés 10 heures de chauffe a 100°, les retards a 
la culture furent plus marqués; mais tous les tubes subirent 
encore une allération au bout de quelques jours. 

Ces expériences témoins montrent que les spores de subtilis 
sur lesquelles jopérais résistaient plus de 10 heures & 100° en 
étuve seche : iln’y avait done aucun doute sur leur vitalité. Ce 
point étant acquis, il était possible dopérer en toute sécurité et 


=— ss 


‘9 


| ee 


ee Se 


704 ~ ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
par comparaison, en présence de méthanal saturé, aux différentes 


températures. 
Les résultats sont consignés dans la série des tableaux 


suivants : 


I. — Température : 100°. 
pe SS 


alae eee PROPORTION 
- eee — 


DUREE DU SEJOUR 


dans le méthanal sature. Enexpérience. Altérés. des tubes altérés. 
PAOVTOURUCSa neg eciuleluols eco 6 10 10 109 0/0 
Cn Oo SNGo Hench 10 9 90 — 
Tiere > Noah Aaah Rogeinarareke save 10 5) 30 — 
Sal usenet hee Peres Bea 10 () » 
Oo ES eh eyaicerpey: 10 0 » 


Il. — Température : 90°. 


= 


DURE DU SEJOUR ee PROPORTION 
OW — 
dans le métbanal satureé. des tubes altérés. 
En expérience. Altérés. 
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Il. — Température : 80°. 


ZA 
' 
DUREE DU SEJOUR NOMBRE DES TUBES PROPORTION 
eR cee ~ 
dans le méthanal saturé. des tubes altérés 
En expérience. Altérés 
| ee | 
10 10 
10 if f 


IV. — Température : 70°. 
‘ E DE TUBES - 
DUREE DU SEJOUR Er ee | PROPORTION 
dans le méthanal saturé. En expérience. Altérés. des tubes altérés, 


LEMINULES ore one saat 10 10 100 0/0 
40 d 100 — 
110.0) — 
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V. — Température : 60° 


Kishin pe pe pe anes Rt 


DURE DU SEJOUR pie Ee ecto aie 
dans Jé méthanal sature. En expérience. Altérés. 
30 minutes... ... RNA E 90 49 
Be eee. mya nee al ape 10 40 
4.) es acon Mead 30 24, 
WAN CTNAOS yy 8 r } RAE Bs 20 9 
Aly aaenoeee ane re 20 i 
CAB PROS mt beats ee 10 4 
STA) tee ree anions ae 20 0 
2 heures... irene i. 20 0 
ete ere ives 20 0 

f i : 

3 heures. ...... beveten es 10 0 


PROPORTION 
des tubes altérés. 


95 0/0 
100 — 
aque 
ae 
Bein 
ries 

» 

» 


f 


i : ; 
a | y\ xa 
- ' VI. — Température : 50°. 
DURKE DU SiJOUR NOME eS Es PROPORTION 
cay eae ot ‘ a ON eS . S 
dans le méthanal saturé : des tubes altérés. 
uh sie In expérience, Altérés. 
SOM UTM CS oncrene emia 410 410 . 100 0/0 
! | i 
30 Nie eters Pay eee 10 AO AO) 
TR ee MD be RL 20 18 00. 
ASV PEO a Bases 10 6 Hye 
Hommes Ll CUNRC cyte nk ceerpee ucicaad et 30 13 Ui) Se 
Abe 3 os ere ag hae 10 9 joes 
OQ; hetiresi. -tea a ears 10 8 SYN ae 
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— Température : 40°. 


DUREE DU SEJOUR 


dans le méthanal saturé. 


VILL. 


NOMBRE DES TUBES 
SS 


En expérience. Altérés, 


PROPORTION 


des tubes altérés, 


— Température : 30°. 


OO 
DURE DU SEJOUR ORE te RES. PROPORTION 
ee ee 
dans le méthanal saturé. In expérience. Altérés. des tubes altérés. 
A OU ngs cine tase fem te 40 10) 100 0/0 
ip OWNS Rta sete t- Rtas athe e 2 10 4 ‘0 — 
SI Aten Se MeL ose 20 | ys 
ae AW rt roe a, as 20 0 » 
Gy We aor AS Sy ae ee 2() 0 » 
OF aR ra os eae cc actatera e 10 () » 


IX. — Température : 26°. 


DUREE DU SEJOUR piace dees Sk opad ck kc PROPORTION b 

dans le méthanal saturé. Enexpérience. Altérés. des tubes altérés My 
MO ONE aepiean eek he octane 10 10 100 0/0 » 
Dal OMS asec reine ee aca ee 10 , 3 50). == 

oh Wp et iis neous aucyetce ban’ 10 3 30 — 
US A ATOMS AIC ER IOOE 4) 4 10 — 
SI cee Mec een tayets yk, tga ti 10 0) 

Oh et Sight FSyGees es batnenn see 10) 0 » 
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X. — Température = 18°. 


sh 


DUREE DU SEJOUR 


dans le méthanal saturé. 
pe 
2 jours 


3 


NOMBRE DES TUBES 
ee 
Enexpérience, Altérés. 
40 10 
10 
10 


10 


10 


PROPORTION 
des tubes allérés. 


TT 


1c0 0/0 


100 — 


100 — 
80 


XI. — Température : 15°. 


DUREE DU SEJOUR 


dans le méthanal saturé, 


2 |OURSHeEe ees ache 


Se hence teen ee 


_ 
| 


NOMBRE DES TUBES 
i —— 


En expérience, Altérés, 
10 10 
10) 10 
10 10 
10 7 
10 7 
10 7 
10 3 


PROPORTION 


des tubes altérés, 


Les tableaux précédents indiquent nettement la marche de 
la stérilisation aux différentes températures; mais il convient 
d’enrassembler les principaux résultats dans une vue d’ensemble 
et c’est le but dutableau général suivant (colonnes 3 et 4). 
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Tableau général représentant les durées nécessaires a la destruction 
des germes de subtilis aux diverses temperatures. 


= DUREES DE STERILISATION 3 

= ON LIMITE 

— ee oe —— 

= 5 Ape, Bees ] F des 

= Caleulées d’aprés Observées 

FS la formule théorique. expérimentalement. cultures expérimentales, 
1 2 3 4 

ee 

100° 5 minutes. 5 minutes. 4 minutes, 

90° 10 — 8 — 7 ae 

80° 22 — 92 — 20 — 

TM 53 — i) — 30 = 

6)o Ba, oy A ins, 40% NS sah 

50° 8 h. 20’. & heures. Delle, Oilers 

40 25 heures. 250 — 24 heures, 

30° 3 jours 5 heures. Plus de 3 jours. 3 jours, 

26° 5 jours 9 heures. 5 jours. hoo 

18° 15 jours. Plus de 6 jours. $0 0/0 a 6 jours. 
150 24 — Plus de 9 jours, 300/0a9 — 


Hl est possible, jusqu’d un certain point, de coordonner tous 
ces résultats, en les rassemblant dans une formule empirique, 
qui serait la suivante : 

AT. 407 
Dearie 

D exprimant la durée de la stérilisation en minutes, tla tem- 
pérature de Pactionet Tlatension de transformation du trioxy- 
méthyléne & cette température ¢. La colonne 2 du précédent 
tableau indique les durées calculées (apres cette formule. 

[| serait illusoire d’ajouter a cette relation algébrique plus 
Vimportance qu'il ne convient; il est évident qu'elle ne peut 
représenter intégralement les faits, action n’étant pas, @ priori, 
absolument nulle & 0°: In’en est pas moins vrai qu elle rassemble 
convenablement, entre 15° et 100°, les résultats expérimentaux. 

Ce qui ressort de la fagon la plus frappante de examen du 
tableau d’ensemble,c est augmentation considérable de la durée 
nécessaire pour la stérilisation, au fur et & mesure que la tem- 
pérature s’abaisse. S’il suffit de 5 minutes & 100° pour détruire 
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completement les germes du subtilis, c’est par heures qual 
convient de compter & 60°, et par journées & 26°. Mes expe- 
riences ne laissent pas le moindre doute sur ce point : elles ont 
été effectuées en double, par deux séries complétes, 4 plusieurs 
mois dintervalle, sur deux subtilis analogues, mais non iden- 
tiques; et les conclusions ont été absolument semblables. 


if 


ACTION DU METHANAL SATURE SEC, AUX DIFFERENTES TEMPERATURES, SUR 
LES GERMES CONTENUS DANS L EAU D EGOUTS 


L’eau d’égouls qui m’a servi dans les expériences que je 
vais relater ici a été prise, comme l’année derniére ', & PUsine 
élévatoire du quai de Rive-Neuve, n° 23. Mais, sil est unliquide 
de composition variable, c’est bien celui dont il s’agit : tandis 
que leau d’égouts de février 1906 necontenait que quelques rares 
germes de subtilis, celle @octobre en renfermait des proportions 
beaucoup plus considérables. - 

Des bandes de flanelle furent trempées dans cette cau 
Végouts fraiche, égouttées et séchées: ce futla mati¢re employée 
dans les expériences. 

Comme pour le subtilis, les germes furent essayés a sec, & 
100°, sans méthanal (expérience témoin) : 


3 paquets renfermant chacun 10 morceaux de flanelle conta-' 


minée furent chauffés & 100°, respectivement pendant 2, 5 et 
10 heures. — Mis en tubes a la facon ordinaire, ils fournirent 
les résultats suivants : 

Tous les paquets maintenus & 100° pendant une durée égale 
ou inférieure & 2 heures ne parurent nullement affectés par 
ce chauffage et donnérent lieu & des cultures abondantes des le 
lendemain. — Pour ceux qui avaient été portés 5 heures & 100°, 
il y avait déja une action, manifestée par un retard trés appré- 
clable dans Vapparition des cultures : sur 10 tubes de controle, 
lun commenga 2 s’altérer le 11° jour seulement, et les autres, 
sans exception, suivirent du 16° au 20° jour. — Apres 10 heures 
de chauffe & 100°, le premier tube de contrdle ne présenta un 
commencement daltération que le 47° jour; les autres firent 
tous de méme entre le 18° et le 25¢ jour. Dans tous les cas, les 


|. Ann. de UInstitut Pasteur, loc. cit. — Ne V. 1906. Page 888. 
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-germes qui présentaient ainsi des résistances considérables a 
Vaction de la chaleur seule étaient des subtilis, 


Quoi quil en soit, les paquets directement infectés par Peau 
@égouts furentsoumis aux mémes essais que ceux qui taienteffec= 
tués avec les cultures de subtilis et dont les résultats sont exposes 
dans la premiére partie de ce mémoire. Les deux opérations 
étaient toujours faites en méme temps et dans des conditions 
complétement identiques; elles étaient done bien comparables) 

Comme ces expériences sont moins fondamentales que celles 
de la premiére partie, je ne donnerai les résultats détaillés qu’ 
100°, 26° et 15°. Pour les autres températures, j ‘indiquerai 
simplement le résumé général. { 


I. — Température : 100°. 


DUREE DU SEJOUR REPRE ters PROPORTION 

dans le méthanal saturé. RE Maiee oes mee or, des tubes altérés. 
ZOESCCOMMCS cement 10 10. 100 0/0 
40 se eae Cee so eters Gh 10 10 100 — 
ASTOANUUEC A erat ook hoch enee see 10 10 (subl.) 100 - 
Aine 2 Visserer neevane: ths are 10 3 (subl.) 30 — 
ANA ate at 3 Geese nae ae 10 2 (subt.) 20° — 
PRM Seceeatns oer hes nee 20 0 » 
SAPLIV ARS Seer ee tae a Meal Gee eR 10 0 » 
PaIINUTNU Seis assets iie see mods seas 10 0 » 

Ii. — Température: 26°. 
DUREE DU SEJOUR epee eer PROPORTION 
dans le méthanal sature. En expérience. Altérés. des tubes altérés. 
[oe ee ee 

ia KeNilie es 8 Geral Sako ot eigenins 10 7 (sudt.) 7) 0/0 
Dy HOUNN: Sehr AGS gO E Om 10 3 (sudl.) 30 
By: C=aecbls Sno om Op ee 10 0 » 
Viet ae an Pino ee RIS Eas 10 0 » 
RS ere Hicecrac a Rant te 10 0 » 
Sige ct CN AB acetone em 10 0 ) 
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HI. — Température : 15°. 
eT 
DUREE DU SEJOUR NOMBRE DES TUBES PROPORTION 
dans le méthanal saturé. iMate a cere ede des tubes altérés. 
Ee ie arn |S ory oc | le eee 
OP ONS 65 anand cop ouueen a 10 10 400 0/0 
Site Clement smyterercuerenge « 10 40 100 — 
I ce a ATA OY TORO OSA 40 4 (subl.). 40 — 

tp ibee==) FF ar Stinks, send ee eens 10 0 » 
Gime OP macdeatcorehotineas oienegee se 10 0 » 
Le ge et Rete Sade oe PE Sae 40 0 » 
Qe iors tes MiP en ene ee derors 10 0 » 


Tubleau général récapitulauif représentant, par comparaison, les 
durées nécessaires a la destruction des spores de subtilis et des 
germes de eau d égouts. 


s SUBTILIS GERMES DE L’EAU D’'EGOUTS 
= ee (ee eee 
= Durée de ee Durée de Deen: 

= Tameteniiications Dernicre culture. lanctériligation erniére culture. 
100° 5 minutes. 4 minutes, 2 minules, 4 min. 40”. 
90e 8 — i — 4 —_ 3 minutes. 
80° 99 — 20 — 10 — 8 _ 

709 45 — 30 — 30 _ 23 _- 

60° A he 450 We hte 50 sss 40 — 

50e 4 heures. 3 hh o0r, 3 heures. Zhe! 2 

4()o 25 — 24 heures. 24 heures, Rien @ 24 h. 
26° 5 jours, 4 jours. 3 jours. 2 jours. 

15° Plus de 9 jours.}/30 0/0 a 9 jours. 5 4 jours. 


SN 


Ces résultats peuvent étre résumés de la facon suivante : les 
spores de subtilis présentent au méthanal see une résistance 
incomparablement plus marquée que les autres germes, et cela 
a toute température. — A 100°, aprés 40 ou 60 secondes d’expo- 
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sition seulement, il y a déja dans les cultures un retard trés 
accentué: celles-ci ne débutent que le 3° ou le 4° jour. — De 
plus, tous les germes qui échappenta la stérilisation & partir de 
1 minute environ d’exposition au méthanal sec saturé a 100° 
sont uniquement des spores de subtilis. — Un examen attentif 
des tableaux ci-dessus et de la marche des cultures montre que 
les observations précédentes peuvent étre généralisées pour 
toutes les températures. 


Hl 


PUISSANCE DE PENETRATION DU METHANAL SATURE AUX TEMPERATURES 
ELEVEES. — APPLICATION A LA DESINFECTION, A SEC, DES OBJETS SOLIDES. 


Les conclusions du présent mémoire et de celui qui Pa pré- 
eédé justifient; Pemplot du méthanal pour la désinfection et 
méme la stérilisation, & sec, des objets solides & haute tem- 
pérature, 

Il restait cependant, au pointde vue pratique, a¢tudier d’un 
peu plus prés la question de la pénétration de Paldéhyde. J'ai 
déja exposé ' 
pérature, est considérable. Cependant, si les objets sont enfermés, 
sils sont plus ou moins serrés ou compacts, il est évident 
@ priori que le méthanal ne peut se disséminer instantanément 
en tousleurs points et quil doiten résulter un retard a laction. 
Ce fait est d’ailleurs nettement manifesté par les expériences 
que j'ai décrites pour la température de 100°. 

Des livrets contaminés, de la flanelle et du drap infectés 
par du subtilis, soumis a l’actiondirecte du méthanal sec a 100°, 
ainsi que jel’ai indiqué dans mon premicr mémoire (pages 889- 
890), ont été stérilisés en moins de 5 minutes; avee la méme 
flanelle en paquets de 10 morceaux enfermés, superposés et 
serrés, lalimite de stérilisation est légérementretardée : 5 minutes 
au lieu de 4 | voir ci-dessus]. 

Jai cherché ad préciser un peu plus cette question. Pour cela, 
il convenait de réaliser des conditions ott la pénétration fut par- 
ticulitrement difficile, et voici comment j’y suis arrivé: 

Le série d expériences. — Un ceuf est broyé tout entier, jaune 
et blanc. dans un mortier, et bien délayé avee 100° environ de 


que le pouvoir pénétrant de ce gaz, a haute tem- 


1. Ann. de VInstitut Pasteur, loc. cit. — 1906, Ne V. Pages 890 et suivantes 
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bouillon. Le liquide, placé dans une cuvette plate, est additionné 
@une cullure de subtilis impure. 

Dans ce bouillon, j’introduis, dés lorigine, un large morceau 
de flanelle qui y baigne tout entier. Le tout est placé a létuve 
’ 38°. — Des le lendemain, il s’est formé un voile trés abon- 
dant. Lesurlendemain, la culture devient visqueuse et présente 
une odeur intense d’albumine putréfiée; le quatriéme jour, elle 
est complétement stche. — La flanelle est ainsi extrémement 
contaminée; elle a une couleur jaune sale, une odeur forte et 
désagréable, un aspect rugueux ct raccorni; elle a perdu toute 
souplesse et se tient comme un carton léger. — On la découpe 
alors en morceaux de 344 centimetres de longueur sur un centi- — 
métre de largeur. Chaque morceau est plié en quatre et enfermé 
dans du papier & filtre. — 10 de ces petits paquets éiémentaires, 
de forme rectangulaire, sont assemblés comme toujours, par 
superposition, daus un grand morceau de papier a filtre, for- 
tement tassés, et le tout est fermé et ficelé en croix. 

Dans de telles conditions, la pénctration des gaz devait cer- 
tainement ¢tre trés difficile, d’abord & cause de la superposition 
des étoffes, mais surtout & cause de la couche glairo-albumineuse 
déposée sur la flanelle et dans ses pores,et de la quadruple appli- 
cation de cette couche dans chacun des petits paquets partiels. 

E’xpérience. — 7 paquets d’ensemble sont misau stérilisateur 
4 100° pendant des durées variant de 5 & 25 minutes. — On les 
abandonne ensuite 24 heures dans le laboratoire et on introduit 
les petits paquets partiels dans des tubes de bouillon stérilisé, 
Acemoment, leur odeur est fétide et encore trés marquée : il ne 
semble pas que le méthanal saturé & 100° ait beaucoup agi 
comme désodorisant. Voici les résultats obtenus : 


eed yay iat Pak / yee Ors < ‘ aelaled oeNe : aa 5 
“oe ? a5 Mae 7 " ne E - 
r a i ae 2 7 at 2 y : ¢ f 
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DUREE DU SEJOUR Se ee PROPORTION 
I et = 
dans le méthanal saturé. En expérience. Altérés. des tubes altcvrés. 


re 


DMM UCS erm rele Yo ae 10 10 


10 10 


410 id 
A0 5 
10 
10 
10 


La pénéiration du méthanal a done été plus lente et plus 
pénible ; elle était cependant compléte en 25 minutes. Le nombre 
des spores restées vivaces au bout de 20 minutes devait étre tres 
restreint, si ’on en juge par la faible proportion des tubes 
altérés (un seul) et le long retard a la culture (22 jours). 

Aux températures un peu supcrieures & 100°, Vaction est 
encore beaucoup plus rapide : ces mémes paquets, si difficiles 
a stériliser, ne résistent pas 5 minutes au méthanal see saturé 
& 120°, ainsi que le montre l’expérience suivante : 


Température : 120°. 


DURKEE DU SEJOUR eee ee PROPORTION 
2 ee ee 

dans le méthanal saturé. En expérience. Altérés. des tubes altérés. 
Dye MANIC Sacto. siare atv) Perea 10 0 »- 
7 Tl a op tes eta ae 10 0) » 
9 el gi eMt ce ma Pies ye ee 10 0 » 
A Soy hate OE eee 10 0 » 
15 a aly aN ROR NEA 10 0 » 
a) EE Me eke fe SiR calor ¢ 10 0 » 
25) een eer eet iee snc 10 0 » 


Aux températures inférieures & 100°, la pénétration devient 
rapidement trés difficile et méme illusoire. Ainsi., & 90°, ces 


a Bs, 
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mémes paquets n’ont pu étre stérilisés quen une heure au 
minimum. — A 80°, 3 heures étaient & peine suffisantes pour 
arriver au méme résultat. — A partir de 70°, c’est par journées 
quil faut compter. — A 60°, 3 jours étaient insuffisants pour 
une stérilisation compléte, et au-dessous de cette température, 
il m’a été impossible de fixer une limite, méme approximative. 

La diffusion du gaz antiseptique devient done de plus en 
plus difficile au fur et & mesure que la température s‘abaisse ; 
ce qui se comprend, le méthanal se rapprochant alors de son 
point de liquéfaction. 

2° Série dexpériences. — Essais de pénétration a travers la 
laine & matelas. 

Un paquet de 10 petits morceaux de flanclle imprégnée de 
subtilis (chapitre I) a été entouré de laine & matelas, que lon 
enroule et que lon tasse avec soin autour de lui, de maniére a 
bien le laisser au centre. On enferme complétement toute cette 
laine dans un papier a filtre et Von ficelle en croix. 

Une série de paquets semblables est soumise a laction 
du méthanal saturé, & 100°, pendant des durées variant de 
4 a 30 minutes. On les abandonne ensuite 24 heures dans le 
laboratoire et ’on met en tubes de bouillon stérilisé les petits 
paquets partiels correspondants. Voici les résultats obtenus : 


DUREE DU SEJOUR x oa eee ee - PROPORTION 
dans le méthanal saturé En expérience. Altérés. des tubes altérés. 
EAT CE Se eee een ee | 10 10 100 0/0 
6 Se Ae tar ea tk cl Oe 49 2 29 — 
ty) re Be athe Tet eect | 10 3 3) — 

10 = rine cup ARN 10 ) » 

15 a nmeat savidheteg deenaens 10 0 » 

20 para Mee NIG Ait ies atari 10 0 » 

25 aay [ire rein eters as 10 0) » 

a) ee teeters ches 10 0) » 
| 


On voit que, dans ce cas, 10 minutes ont suffi pour la 
stérilisation. — A 120°, cette derniére était compldste en moins 
de 5 minutes. 


. 
; 
| 
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Les mémes expériences ont été effectuées avee du kapock, 
substance qui est trés employée depuis quelque temps, a cause 
de son prix, pour la confection des matelas et surtout des tra- 
versins. 

Les résultats ont été identiques, et les voici : 


DUREE DU S&JOUR NOMERE DES TUBES PROPORTION 
lans le méthanal saturé MPP asian d bes altérés 
dans le ana é. En experiences Altérés es tubes altérés. 

pata ee Sia ale 
TOWN W OSES. Si aedeterneiore S : 10 | 6 60 0/0 
(io SSS eee or ee ers 10 0 0 
Sewer —ylt expan seannt tats As 10 2 20 0/0 
10 eae BPS Aer AST sa deh ae 10 0 » 
15 aT eA yi AN oe 10 4 0 » 


A 120°, 5 minutes suffisent encore pour produire une stéri- 
lisation complete. 


IV 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Les résultats exposés dans le présent mémoire et dans celui 
qui la préeédé fixent nettement la question de la stérilisation 
des germes microbiens, et du Bacillus subtilis en particulier, 
par le méthanal sec, aux différentes températures. Les durées 
nécessaires pour arrivera une stérilisation complete augmentent 
rapidement et réguligrement au fur et & mesure que la tem- 
pérature s’abaisse. Cette régularité est méme assez marquée 
pour que, malgré des écarts considérables allant de quelques 
minutes 2 plus de 10 jours, on puisse les représenter assez 
exactement par une formule algébrique. 

Dautre part, cette étude fournit une idée nettle des condi- 
tions dans lesquelles il convient de se placer pour l'emploi du 
méthanal comme antiseptique. 


Tecate ead ee 
Behe er ema td ye 
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Aux températures ordinaires, s'il s’agit par exemple dune 
désinfection d’appartement, il est illusoire de songer a obtenir 
une stérilisation absolue. La destruction .intégrale des germes 
ne sera jamais réalisée; car il y aura nécessairement insufti- 
sance, soit dans la saturation de l’atmosphére par le méthanal, 
soit dans la durée d’exposition, soit surtout dans la pénétration 
du gaz antiseptique dans les parties profondes des objets. Au 
point de vue pratique cependant, il conviendra de se placer 
dans les conditions les plus favorables 4 la destruction des 
microbes et, dans ce but, de tenir grand compte de la diffé- 
rence de rapidité d’action avec la température. Les expériences 
relatées ci-dessus montrent que, pour une stérilisation compléte, 
sil suffit de 25 heures & 40°, il faut 3 jours & 30° et plus de 


10 jours a 15°. Si, par une généralisation logique, nous éten- 


dons & tous les germes et, en particulier, & ceux des microbes 
pathogénes les conclusions fournies par mes expériences, nous 
pouvons penser que, pour produire le méme effet bactéricide, 
il faut beaucoup plus de temps a 15-18° qua 26-30°. D’ot la 
conclusion suivante que Vhygiéniste devra toujours avoir 
présente a Vesprit : la désinfection d’un appartement par 
Valdéhyde formique sera d’autant plus rapide que la tempé- 
rature sera plus élevée; et, pratiquement, des différences rela- 
tivement petites dans le degré se répercuteront d'une facgon 
considérable sur le résultat. Le meilleur appareil a désinfection 
sera celui qui permettra d’élever le plus facilement la tempé- 
rature et de fournir le plus surement l’aldéhyde, dans lappar- 
tement, & une pression égale a la tension de transformation, 

Sil s’agit d’objets solides susceptibles d’étre portés sans 
détérioration aux températures élevyées, tels que papiers, livres, 
instruments, tentures, étoffes, matelas, etc., la stérilisation et par 
suite la désinfection seront rapidement et facilement obtenues. 
A ces températures, et & condition d’opérer en atmosphire 
saturée de méthanal, la pénétration de l'aldéhyde est facile et 
par suite l’action trés efficace. 

Jai déja réalisé, sur ces principes, un appareil employé a 
la désinfection rapide des livrets de caisse d’épargne au 
moment des dépdts. Grace a linitiative de son président, 
M. Kugéne Rostand, la Caisse d’épargne des Bouches-du-Rhone 
utilise dans ce but, depuis le commencement de février, des 
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stérilisateurs construits @aprés mes indications. Ces appareils 
présentent une forme analogue a celle que j'ai décrite antérieu- 
rement; ils n’en different que par la disposition du cylindre 
mobile formant chambre d’exposition des objets. Ce dernier, de 
14 centimetres de diamétre, présente, ainsi que le tube fixe qui 
lui sert de support, des fentes longitudinales disposées de telle 
sorte que, en le manceuvrant de lextérieur de droite & gauche 
ou de gauche & droite, autour de l’axe commun des deux 
cylindres, on puisse, & volonté et sans ouvrir, établir ou 
supprimer la communication entre la chambre centrale, ot se 
produit le gaz antiseptique, et la chambre d’exposition. Une 
porte ferme cette derniére a Vavant et permet l’imtroduction 
et extraction des objets. 

Au moment des dépots, les livrets, au nombre de cing a 
sept, sont placés séparément dans un panier cylindrique en 
toile métallique de dimensions convenables. On ouyre la 
porte, on introduit le panier et lon ferme. Par un brusque 
mouvement de droite a gauche, on établit la communication 
entre les deux chambres. Deux minutes apres environ, on fait 
la mancuvre inverse ; on ouvre et l’on remplace le panier par 
un autre. L’opération totale dure ou maximum trois minutes : 
on désinfecte ainsi 140 livrets a Vheure. L’encre, le papier ne 
sont nullement altérés ; lodeur de méthanal n’incommode pas : 
aucune personne (employé ou déposant) n’a fait d’observation 
ace sujet. 

En dehors des heures des dépdéts, le méme appareil est 
encore utilisé & la Caisse d’épargne des Bouches-du-Rhone 
pour la désinfection des bons de pain destinés aux indigents. 

Des étuves de plus grandes dimensions et de formes diffé- 
rentes, fondées sur les mémes principes, sont actuellement en 
construction ; elles réaliseront le but que je me suis proposé 
depuis l’origine de mes recherches : la siérilisation et, par 
suite, la désinfection rapide et & sec des objets solides. 
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Note complémentaire sur le microbe de la coqueluche 
Par tes Des J. BORDET ET O. GENGOU. 


(Institut Pasteur de Bruxclles.) 


Afin de faciliter la tache aux bactériologistes qu’intéresse- 
raient la culture et l'étude du microbe de la coqueluche, il ne 
sera pas inutile que nous complétions quelque peu les rensei- 
enements fournis dans notre premier article’. 

Les recherches que nous avons poursuivies depuis l'année 
derniére ont pleinement confirmé la conviction que nous 
avions cru pouvoir exprimer quant a l’authenticité du microbe 
décrit comme agent causal de la coqueluche. Nous ne revien- 
drons pas sur les arguments cités dans notre mémoire antérieur ; 
bornons-nous & ajouter que le pouvoir sensibilisateur du sérum — 
d’enfants convalescents de coqueluche s'est constamment mani- 
festé, dans tous les cas soumis a l’épreuve, avec une remar- 
quable énergie. 

Le milieu de culture dont nous avons indiqué la préparation 
(mélange de sang de lapin et de gélose contenant un peu d’ex- 
trait glycériné de pommes de terre) nous parait encore le mieux 
approprié® & Visolement du microbe. Mais pour cette opération, 
le fait le plus important a connaitre, c’est que le microbe de la 
coqueluche se développe, au moins dans la premiére culture, 
avecune certaine lenteur; les colonies exigent prés de deux jours & 
’'étuve pour apparaitre ; aussi peuvent-elles rester trés petites 
sile milieu n’est pas soigneusement préparé, ou bien s'il sedesse- 
che, ou sil se développe dans le tube des colonies assez nom- 
hreuses de microbes banaux qui s’accroissent rapidement et 
épuisent tout autour d’elles les principes nutritifs. En absence 
de ces circonstances défavorables, on peut, méme dans la pre- 
miére culture, obtenir des colonies qui, si elles ne sont pas trop 
rapprochées, deviennent trés prospéres a l’étuve vers le troi- 

4. Ces Annales, septembre 1906. 


2, Une recommandation qui a son intérst pour la réussite des cultures est la 
suivante : Lorsque, pour préparer le milieu de culture, on ajoute le sang défi- 
briné au culot de gélose fondue, il convient d'agiter le mélange trés soigneuse- 
ment. En effet, le sang possé de une densit# notablement supérieure a celle de la 
gélose; si le mélange n'est pas bien intime, la partie supérieure peut ¢tre cons- 
fitude, de eélose mal impregnée de sang, ot former ainsi, lors de Vinclinaison 
ultérieure da tube qu’on laisse se refroidir, une surface médiocrement nutritive. 
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sitme jour, et se distinguent en ce qu’elles sont blanches, 
saillantes, & bords trés nettement  circonscrits. 


Certaines expectorations, particuliérement favorables, con- 
venablement diluées et ensemencées sur le milieu nutritif, nous 


ont ainsi fourni des cultures presque pures, renfermant par 


exemple 100 ou 200 fois plus de colonies coquelucheuses que de 
colonies de microbes étrangers. 


Nous avons, aprés nombre (auteurs, signalé la fréquence 
dans Vexpectoration coquelucheuse de microbes semblables 2 
celur que Pfeiffer a décrit comme provoquant V’influenza‘, et 
mentionné ce fait que la présence de ces microbes constitue 
trés souvent un sérieux obstacle & l’isolement du véritable para- 
site de la coqueluche. En effet, ils forment des colonies g¢éné- 
ralement trés nombreuses, 3 développement rapide, Ces 
microbes ne s’agglutinent nullement sous Vinfluence du sérum 
de cheval immunisé contre le microbe coquelucheux, qui 
agglutine trés énergiquement ce dernier; l'emploi de ce 
sérum permet une différenciation aisée et infaillible. Au micros- 
cope, ils sont souvent assez difficiles a distinguer du microbe 
coquelucheux lui-méme?. Mais il suffit de quelques cultures 
successives sur le milieu du sang pour distinguer stirement 
les deux microorganismes. Lorsqu’on ensemence en strie assez 


étroite le microbe coquelucheux sur la surface: gélose-sang, on 

4, En réalité, au lieu de dire semblables. il nous parait qu’on devrait plutot 
direidentiques. Mn effet, nous avons cultivé parallélement, pendant -un lemps assez 
long, les microbes de cette espece provenant de cas de coqucluche, et le microbe 
typique de Vinfluenza, mis ebligeamment a notre disposition par M. le Dr Cohen, 
qui luirméme Vavait obtenu du laboratoire de M. Pfeiffer. Or ces cultures compa- 
ratives ne nous ont révélé aucune dilférence perceptible entre les 
considérés. 

2. C'est vrai surtout pour les premicres cultures obtenues. Toutelfois, certains 
signes sont utiles & connaitre. Quand on les délaie dans Peau, en vue d’obtenir 
unc préparation, les microbes-influenza donnent une émulsion ayant tendance 
a une légére agglutination spontance, de sorte qu’en séchant sur la lame ils se 
eroupent souvent en petits bouquets (voir par exemple Ja figure 4 planche 1X 
de Jochmann et Krause, Zettschrift fir Hygiene, 1901); dans les préparations 
de coqueluche, les microbes restent mieux disséminés, Au bout ale quelques 
cultures sur notre milieu (parfois mécme plus tot), le microbe-influenza revet 
souvent des formes grandes (parfois gontlees et contourncées) ; la taille moyenne 
s'accroissant ainsi dépasse alors fréquemment celle de la coqueluche. Les bleus 
phéniqués colorent Vinfluenza dune maniéere visiblement plus intense que la 
coqueluche. Rappelons que le repiquage sur gélose-ascite distingue bien les 
deux microbes; la coqueluche y forme {assez lentement) une trainée blanche 
épaisse; la culture du microbe-influenza, sans y ¢tre & vrai dire tout a fait 
nulle, reste beaucoup plus mince. 


microbes 
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voit la couche microbienne s’épaissir et faire ainsi, au bout de 
2ou 3 jours, une assez forte saillie. Mais si elle gagne beaucoup 
en Cpaisseur, elle ne progresse guére en largeur, de telle sorte 
que les bords en sont fortement inclinés, presque 4 pic. Ense- 
mencé de la méme manidre, le microbe de Vinfluenza donne une 
couche trés notablement moins épaisse, qui s ¢largit en formant 
des bords souvent festonnés, doucement inclinés, luisants et humi- 
des. D’autre part, la culture coquelucheuse est plus blanche, 
ne noircit jamais le milieu sanguin sous-jacent, tandis que 
influenza! modifie fréguemmentle sang en lui donnaniune teinte 
sombre. Lorsqu’on regarde par transparence Ja culture de 
coqueluche, on constate que la trainée de microbes apparait 
comme une ligne plus claire que les parties contigués du milieu 
nutritif qui n’ont pas été touchées par lensemencement. Cet 
éclaircissement du milieu tient &ce que les microbes ont hémo- 
lysé les globules sous-jacents et diminué ainsi lopacité du 
substratum nutritif. 

Nous avons insisté sur ce fait que les formes anormales, 
trés fréquentes chez le microbe de Vinfluenza (qui souvent 
produit des batonnets ou filaments de grande taille, ayant ten- 
dance au gonflement, & Virrégularité d’aspect et & la faible colo- 
rabilité) sont rares chez le microbe de la coqueluche, qui garde 
avec constance son aspectde petit coccobacille dontles dimensions 
toutefois, surtout dans les cultures un peu agées, peuvent étre 
trés réduites. Il s’agit ici bien entendu des cultures surle milieu 
solide; les cultures en milieu liquide, dont nous allons dire 
quelques mots, présentent un pléomorphisme plus accusé; les 
dimensions sont plus variables, la colorabilité plus inégale, sou- 
vent plus forte, la forme moins ovoide. 

Les cultures liquides réussissent facilement, & condition que 
l'on tienne compte des exigences remarquables que manifeste 
le microbe de la coqueluche au point de vue du contact avec 
latmosphére. Ce microorganisme ne prospére en effet que dans 

1. Les microbes dont il s’agit (identiques ot trés semblables a linfluenza) 
proviennent de cas de coqueluche, et concordent absolument, par tous leurs 
caracteres, avec les microbes décrits par plusieurs de nos prédécesseurs, 
notamment Jochmann et Krause. Rappelons que pendant longtemps, au cours 
de nos recherches, notre attention (comme celle d’autres sayants) a été vivement 
attir¢e vers ces microbes, que l’expectoration coquelucheuse fournissait presque 
conslamment. 
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de trés bonnes conditions d’aérobiose. Si l’on ensemeuce un 
tube & réactif contenant un liquide nutritif approprié s’élevant 
a quelques centimetres de hauteur, et si on le maintient a 
létuve en position verticale, le développement microbien ne se 
fait qu’avec lenteur et péniblement. Mais si on le couche en 
position presque horizontale, un trouble intense s’observe bien- 
tot dans la partie du tube ot le liquide est étalé en couche la 
plus mince. Aussi faut-il faire les cultures liquides en vase A 
fond large et plat, et y verser la quantité de liquide voulue pour 
que leniveau ne s'éléve pas a plus d’un centimetre. Gn consti- 
tue un excellent milieu en mélangeant du bouillon peptonisé A 
1 0/0, glycériné a 1 0/0, avec partie égale de sérum de cheval 
(de préférence chauffé au préalable 3/4 @heure & 57°). Dans ces 
conditions, le microbe pousse sans guére troubler le liquide: 
au bout de 4 & 5 jours (le développement est assez lent) le 
fond du vase esttapissé dun dépét blanchatre un peu visqueux 
et assez épais. Le liquide se trouble davantage et le dépot est 
moins cohérent lorsqu’au lieu de sérum de cheval (qui mani- 
feste sur le microbe un certain pouvoir agglutinant) on emploie 
du sérum de lapin. 

Lorsque au lieu d’employer, pour constituer le milieu de cul- 
ture, du sérum de cheval normal (chauffé a 57°) on fait inter- 
venir du sérum de cheval (également chauffé a 57°) immunisé 
contre le microbe, le développement se fait encore trés bien. Mais 
lesmicrobess agglutinent davantage et revétent une morphologie 
plus anormale; ils poussent en streptobacilles ouméme peuvent 
ressembler & des streptocoques en longues chainettes, leur 
aspect est done tout & fait aberrant et ne rappelle en rien celui 
si régulier qu’affecte le microbe sur le milieu solide. 

On peut obtenir, par immunisation du cheval, un sérum 
extrémement agglutinant’. Si on émulsionne dans 2 23 c. ¢. 
de solution physiologique la couche microbienne développée au 
bout de 2 jours sur un tube de gélose-sang de dimension 
moyenne, on obtient (si ’on a soin de délayer les mizrobes 
d’abord dans trés peu de solution, afin de les dissocier conve- 


4, Le cheval a recu, en une quinzaine d'injections successives pratiquées, Ja 
plupart sous la peau, quelques-unes dans les veines, une quantité totale d’environ 
2 litres et demi de culture liquide bien riche (bouillon glycériné et sérum de 
cheval neuf). 
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nablement) une suspension bien trouble, d’aspect trés homo- 
eene, presque colloidal. Or cette émulsion s’agglutine sous 
influence de traces de sérum actif; par exemple, on observe 
encore lephénoméne, sil’on n’ajoute que 1/5000 de c. c. de sérum 
vic. c. d’émulsion. Un exces trop considérable d’agglutinine 
nuit & Vintensité du phénomeéne; acet égard, le microbe coque- 
lucheux pourrait servir d’exemple pour l’étude du pouvoir 
empéchant.déjasignalé dans d’autres cas par divers observateurs, 
qu’exercent les doses trop fortes des immunsérums. 

Les différentes souches de microbes coquelucheux qu’on peut 
se procurer aux dépens d’expectorations d’enfants atteints de la 
maladie ne sont pas également agglutinables. Ainsi, le sérum de 
notre cheval agglutine moins énergiquement le microbe qui a 
été employé & son immunisation, qu’un autre échantillon pro- 
venant d’un cas différent de coqueluche. 

Nous avions espéré pouvoir pratiquer le sérodiagnostic de 
la coqueluche en recourant ala méthode si simple et si pratique 
deVagglutination. Malheureusementle sérum des enfants atteints 
ou convalescents de coqueluche se montre trés inconstant au 
point de vue de cette propriété. Elle existe souvent d’une 
maniere manifeste, sans étre pourtant d'une intensité bien 
remarquable; parfois méme elle peut manquer presque tota- 
lement. On se trouve alors en présence de sérums qui, sans étre 
nettement agglutinants, sont trés fortement sensibilisateurs. 
Comme nous l’avons dit, la méthode de la fixation de l’alexine 
donne toujours des résultats positifs trés accentués. IL y a done 
dissociation des deux propri¢tés. Rappelons a ce propos que le 
sérum du convalescent de fiévre typhoide avec lequel nous avons 
pour la premiére fois pratiqué l’essai de la fixation de l’alexine 
(1901) s’est montré fortement sensibilisateur sans étre agglu- 
tinant, et ce fait a été assez souvent observé dans la suite. Au 
surplus, il y a longtemps que divers observateurs ont noté le 
manque de parallélisme nécessaire entre l’agglutination et le 
pouvoir bactéricide. 

Nous avons signalé les accidents trés visibles (irritation 
excessive, opacification de la cornée, etc.) qui surviennent 
lorsqu’on injecte dans la chambre antérieure de ceil, chez le 
lapin, une trace d@’expectoration contenant le microbe 2 l'état de 
pureté, ou bien encore un peu de culture sur milieu solide du 
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virus coquelucheux. On peut observer aussi des phénoménes 
remarquables en injectant le microbe dans le péritoine ducobaye'. 
A vrai dire, il convient d’employer a cet effet non des cultures 
liquides (qui sont trés peu actives) mais une émulsion dans la 
solution physiologique de culture solide sur gélose-sang, agée 
de 2 — 3 jours. — Un poids faible de microbes (il suffit de 
11/242 milligrammes,lesmicrobes étant pesés a l'état humide) 
provoque la mort, le lendemain ou le surlendemain de injection. 
Chose remarquable, il ne s’agit pas d’infection, les microbes ne 
se reproduisant pour ainsi dire pas dans le péritoine; & lau- 
topsie, c’est & peine si on en découvre quelques-uns dans le 
liquide d’exsudat; parfois méme tous ont été englobés par les 
phagocytes qui ont afflué en grand nombre. Mais on constate des 
phénoménes dintoxication trés accentués se traduisant par 
la production de pétéchies mouchetant de taches rouges les parois 
de la cavité, par une congestion des organes abdominaux. par de 
vastes épanchements (souvent teintés de rouge) de la cavité 
pleurale, parfois aussi de la cavité péricardique, par une con- 
gestion excessive des vaisseaux cardiaques. On constate aussi 
de la dégénérescence graisseuse du foie. Avant la mort, le 
symptome le plus apparent que animal manifeste consiste en 
une trés forte dyspnée, allant jusqu’au tirage, d’apparition assez 
précoce et quexplique notamment I’exsudation pleurale. L’in- 
jection sous-cutanée donne de l’oedéme 

Les émulsions de cultures solides dans la solution physio- 
logique, tuées par le toluol ou le chauffage a 56° pendant une 
demi-heure, et injectées dans le péritoine des cobayes, aménent 
aussi la mort, en produisant les phénoménes d intoxication, 
notamment l’intense épanchement pleural; cependant elles ne 
donnent guére lieu a des pétéchies. D’autre part, il en faut des 
doses plus fortes que lorsqu’ il s’agit de microbes vivants. Le 
sérum de cheval immunisé, qui est si énergiquement agglu- 
tinant, ne posséde qu’une vertu antitoxique médiocre; 1! faut en 
ajouter des doses assez fortes & l’émulsion microbienne pour 
que celle-ci puisse étre injectée dans le péritoine sans amener la 
mort. Il convient de dire que nous ne possédons qu'un seul 
cheyal immunisé, et que par conséquent nous devons garder une 


1, injection dans le péritoine du lapin produit, & dose un peu plus forte, des 
effets identiques. 
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certaine réserve dans l’exposé des propriétés de Vimmunsérum, 
lefficacité éventuelle de celui-ci pouvant étre variable suivant 
Vanimal qui l’a fourm, — Néanmoins, il est fort probable que 
le sérum de chevaux immunisés contre le microbe de la coque- 
Juche se range dans la méme catégorie que le sérum antilyphique 
et d’autres encore, lesquels, tout en manifestant d'une maniére 
trés prononcée certaines propriétés, telles que le pouvoir agglu- 
tinant. ne sont pas suffisamment antitoxiques. On devra évi- 
demment tenter d’exalter cette derniére propriété; en effet, 
des essais assez nombreux pratiqués sur des enfants coquelu- 
cheux, avec le sérum dont ila été question, ont donné des résul- 
tats qui, parfois trés perceptbles, n’étaient pas en général suffi- 
samment accentués. 
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Remaryues sur le travail de MM. J. Bordet et 0. Gengou paru dans les Annales 
de UInstitut Pasteur (20° vol., 1906, fasc. 9, pages 731-741), 
avec la pl. XVIII. 
Par Le Dt REYMWER, DE BERLIN. 


(Travail de la Clinique et Policlinique infantiles de la Charité, de Berlin.) 


Dans ces Annales, Bordet et Gengou publitrent récemment 
les résultats de recherches ayant pour but de déterminer l'agent 
causal de la coqueluche. Apres de longues observations (pour- 
suivies pendant 6 ans environ), ils auraient découvert, disent- 
ils, le microbe spécifique de cette affection. De prime abord, 
ils repoussent la possibilité d’une identité de leur microbe avec 
Yun ou lautre agent pathogéne décrit précédemment. Ils attri- 
buent lTinsuceés des auteurs qui les ont précédés dans cette 
étude, & Vignorance de certaines circonstances qui facilitent 
considérablement la recherche du microbe en question au 
milieu des germes qui peuplent les produits d’expectoration de 
la coqueluche. 

Parmi ces circonstances favorables. lune des plus impor- 
tantes, d’aprés Bordet et Gengou, serait examen du produit 
(expectoration, dés le début de la maladie; car c’est ace stade 
que l’on aurait le plus de chance de trouver le microbe inconnu 
en quantité suffisamment grande et, de plus, relativement peu 
mélangé avec d’autres germes banaux. Il faudrait, de plus, étre 
certain que le produit examiné provient de la profondeur des 
bronches, de la région ot: siége trés vraisemblablement l'agent 
microbien. Particulitrement précieux pour cette étude seraient 
les cas de coqueluche chez les tout jeunes enfants quin’ont pas 
encore souffert d’affections des voies respiratoires supérieures 
et par suite possedent peu de germes autres que les éléments 
spécifiques. C’est pour cette derniére raison qu'il serait avanta- 
veux de faire les observations sur des eniants traités en 
dehors de Uhopital. 

Dans quelques cas fayorables. Bordet et Gengou auraient 
trouvé leur microbe de la coqueluche dans les crachats, en 
erande abondance et de plus presque & l'état pur, mais au stade 
primitif de Vaffection seulement; car dans la suite. malgré le 
erand nombre et V’intensité des quintes de toux, il devint de 
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plus en plus rare et disséminé au milieu d'autres germes de 
plus en plus nombreux. Au déclin de la maladie, il ne serait 
plus possible d’attribuer avec stireté une influence étiologique. 
au microbe supposé spécifique. 

Parmi ces germes qui peuplent les produits expectorés au 
stade plus avaneé, on rencontrerait souvent une bactérie dont 
la ressemblance avee celle de la coqueluche aménerait aisément 
une confusion. C’est un bacille ressemblant beaucoup a celui 
de Vinfluenza de Pfeiffer, que Jochmann et Krause ont en effet 
considéré comme l’agent causal de la coqueluche. Il existerait 
cependant entre ces deux bacilles certains caractéres distinctifs, 

Bordet et Gengou décrivent comme suit leur microbe 
« une petite bactérie ayant la forme ovoide, parfois un peu plus 
allongée, mais en général assez constante d’aspect, colorée en 
bleu (bleu phéniqué de Kiihne) trés pale, le contour et surtout 
les extrémités se teignant toutefois avec plus d’intensité que 
le centre. disséminée sans ordre entre les cellules (lambeau 
recueilli lors de la premitre crise de toux caractéristique). 
quelquefois phagocytée... 

«La grande majorité des microbes étaient isolés, quelques- 
uns placés deux par deux, bout & bout. Le Gram était négatif. 
La pullulation était dune telle abondance et dune pureté si 
parfaite qu'on ne pouvait se refuser & admettre une relation 
de causalité directe (chez cet enfant dont les bronches étaient, 
attcintes pour la premiére fois) entre cette infection et lappa- 
rition de la coqueluche. Mais le microbe se montra rebelle a 
toutes les tentatives que l'on fit pour le cultiver. » 

Leurs essais de culture en milieux ordinaires et sur hémo- 
globine ont échoué. Mais avec un milieu nutritif spécial pré- 
paré par eux (v. remarque p. 734) ils obtiennent un résultat 
plus favorable : deux jours aprés l’ensemencement un examen 
trés attentif leur fit découvrir quelques colonies en nombre trés 
resireint et si petites qu’elles étaient & peine visibles ; une obser- 
vation trés attentive: était absolument nécessaire pour les 
reconnaitre a ce moment, mais ultérieurement elles continue- 
rent ase développer et devinrent de plus en plus évidentes. 

Les deux auteurs s’étendent ensuite longuement sur les 
différences morphologiques (leur bacille est plus grand que le 
bacille de Vinfluenza) et les caractires distinctifs des cultures 
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qui permettent de reconnaitre leur bacille de la coqueluche de 
celui de Vinfluenza. J’aurai occasion de revenir en détail sur 
cette question, tout & l’heure. 

Ils exposent finalement dans leur travail des expériences 
faites sur des animaux et des recherches de sérologie, obser- 
vations trés intéressantes mais qui ne doivent pas entrer en 
considération ici. 

Si, a certain point de vue, je me réjouis de ces communi- 
cations de Bordet et Gengou, je ne puis cependant leur dissi- 
muler qu'une notable partie de leurs observations ne sont plus 
absolument neuves. Je ne peux non plus leur épargner le 
reproche d’avoir incomplétement étudié la littérature de la 
question. Sinon, ils n’auraient cerlainement pas ignoré qu’d 
différentes reprises dans plusieurs publications ', dont ils ne 
font pas mention, j’ai attiré l’attention sur un microbe que je 
considére comme agent spécifique de la coqueluche avec beau- 
coup de vraisemblance ; ils auraient pu reconnaitre ainsi que 
ce bacille, décrit par moi, est absolument identique au leur. 
Sans aucun doute possible, cette identité doit étre admise. 

Je désire simplement attirer ici attention sur les points les 
plus importants; pour les détails, je renvoie le lecteur aux 
travaux ci-dessus désignés, 

Déja, dans mon premier travail (1903), j’ai fait remarquer 
que le germe, que je considérais comme lagent probablement 
pathogéne de la coqueluche, présentait une certaine ressem- 
blance avec le bacille de Pfeiffer (les deux premiéres figures 
accompagnant ce travail sont une preuve & Vappui de cette 
opinion), mais que certains caractéres absolument précis por-_ 
tant d’une part sur la grandeur des bacilles, d’autre part sur 
Vaspect de leurs cultures permettaient de les distinguer lun 
de l'autre. 

En ce qui concerne la premiére de ces différences, je me 
suis exprimé ainsi ° (1, p. 610) : 


4. Reyer, Zur Actiologie und Pathogenese des Keuchhustens. Jarhbuch /. 
Kinderhetlkunde 1903. 58. Bd. 8. 605-632. 

2. Reyner, Kin weiterer Beitrag zur Bakteriologie des Keuchhustens. Charite- 
Annalen 29. Jahrgang, 1905. 

Reyuer, Bakteriologische Untersuchungen bei Keuchhusten. Vortrag, gehal- 
ten auf der Versammlung deutscher Naturforscher und Arzte in Meran, 1906. 

Reyner, Zur Bakteriologie des Kenchhustens. Vortrag, gehalten in der 
Gesellschaft der Charité-Arzte in Berlin 1906. Berliner Klin. Woch. 1906, ne 36. 
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« Die Polbakterien sind deutlich grésser als die Influenza- 
bazillen. » 

Quant A l’autre point, les essais de culture, et particuliére- 
ment la difficulté de cultiver le soi-disant bacille de la coque- 
luche, il est ainsi traité dans ce méme travail (p. 609) : 

« Dieses spirliche Aufgehn der Polbakterien fiel namentlich 
in einigen Fallen auf, in denen die Stibchen ausserordentlich 
zahlreich im Sputumausstrich nachzuweisen waren... Auf 
jeden Fall ersieht man zur Geniige aus den bisherigen Kultur- 
versuchen, wie schwer es ist, dieses fragliche Polbakterium zu 
kultivieren. » 

Un second travail a eu spécialement pour objet : la présence 
de mes bactéries dans des coupes du larynx et particuliére- 
ment dans les cellules de l’épithélium plat de la région inter- 
arylhénoidienne. 

Dans deux communications ultérieures, je me suis attaché 
a expliquer, en m’appuyant sur de nombreux micro-photo- 
grammes, la diversité des opinions des auteurs. Cette diversité 
peut aisément se comprendre par la présence simultanée dans 
lexpectoration des coquelucheux des plus grandes bactéries 
colorées aux deux poles, et des petits bacilles semblables a 
ceux de Vinfluenza. J’ai toujours soutenu dés le début, contre 
Jochmann notamment, que seul le premier de ces bacilles 
aurait une importance étiologique dans la coqueluche avec 
beaucoup de vraisemblance. 

A cette occasion, j'ai insisté & nouveau sur l’extraordinaire 
difficulté de cultiver mes Polbactéries (Kultur ausserordentlich 
schwierig); les milieux nutritifs que j’utilisai me permirent 
dobtenir seulement quelques rares et trés petites colonies 
(nur vereinzelte und sehr winzige Kolonien), 

Le maximum de longueur d’une de ces colonies ne dépassait 
pas 1/12 de millimétre et la plus grande largeur était d’environ 
1/26 de millimétre. Cette extréme petitesse explique bien que 
les colonies aient pu passer inapercues (Die enorme Kleinheit 
dieser Kolonien involviert die Miglichkeit, dass sie leicht 
ubersehen werden kénnen). 

Comme Bordet et Gengou, mais avant eux, dans ces mémes 
travaux que je viens de rappeler, j’ai signalé les principales 
différences entre le bacille semblable & celui de Vinfluenza qui 
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se trouve aussi dans les produits d’expectoration & la période 
convulsive de la maladie et le microbe supposé de la coqueluche. 

J'ai exprimé ainsi les caractéres morphologiques distinctifs 
de mon bacille : 

« Dass er durchweg deutlich grésser ist alsder « Influenza 
bazillus », eine mehr gedrungene Form mit abgerundeten Enden 
darbietet und, sich auch mehr durch regelmissige Formen der 
einzelnen Individuen yon den Influenzabazillen unterscheidet 
welche eine mehr polymorphe schlankere Gestalt mit oft 
zugespitzten Enden besassen. » 

Au sujet des cultures ces bacilles de Pfeiffer se développent 
particulicrement bien sur Vagar arrosé de sang, tandis que le 
bacille de lacoqueluche est trés difficile & cultiver sur les milieux 
habituels et méme sur agar arrosé de sang. 

Il me reste & dire encore que Bordet et Gengou ne furent 
pas les premiers & examiner les produits d’expectoration au 
début de la coqueluche. Plusieurs fois, dans mes publications, 
jaicomparé des préparations faites aux deux stades de l’affec- 
tion : au stade catarrhal, les bactéries trouvées par moi sont 
généralement plus disséminées et en liberté, tandis quon les 
trouve plutét dans les cellules plates de Pépithélium au stade 
convulsif. 

Ceci prouve & Vévidence que j'ai examiné des crachats de 
coquelucheux dés le commencement de la maladie. 

Enfin, cette remarque des deux auteurs qu’a la derniére 
période de la maladie le microbe en question ne peut ¢tre 
reconnu comme agent causal, je lavais déja exprimée dans ma 

_premiére publication: —— 

« Einige Mal musste ich bei der mikroskopischén Besichti- 
gung von Sputumausstrich Praparaten von schweren Keuch- 
hustenfallen langere Zeit vergeblich nach einzelnen Polbakterien 
suchen, bis ich plotzlich auf eine Stelle stiess, an der eine grés- 
sere Anzahl von mit den fraglichen Stiibchen vollgepfropften 
Pflattenzellen sich vorfand. » 

Jai donné également une explication de cette particu- 
larité. 

De cet exposé il apparait, en toute évidence, que mes 
recherches bactériologiques concordent absolument avec celles 
de Bordet et Gengou. abstraction faite de leurs recherches 
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sérologiques. A Vexception de ces dernitres qui restent l’apa- 
nage de ces deux auteurs, je réclame done la priorité d’avoir 
expliqué les résultats décrits. 

Tout ce gui précede sera mieux mis en lumiére par 
examen des microphotogrammes ci-joints, _microphoto- 
grammes qui ont été montrés déja en partie au congres de 
Meran en 1905 et en partie & la Société des médecins de la 
Charité & Berlin, au mois de mai 1906. 


EXPLICATION DES FIGURES 


Fig. 4. Préparation de Pexsudat de la coqueluche (stade convulsif) : une 
cellule plate de I’épithelium remplie du microbe coquelucheux. Grossisse- 
ment 4: 4.000. 

Fig. 2. Préparation de l’expectoration de l’influenza, méme grossisse- 
ment (lL: 1.000). On voit que les bacilles de J’Influenza sont plus petits que 
Jes bacilles supposés de la coqueluche. 

Fig. 3. Préparation de l’exsudat de la coqueluche (stade catarrhal) : les 
microbes coquelucheux végélent presque a ]’élat pur; ils sont plus dissé- 

‘ minés et en liberté. Grossissement 4: 800. 

Fig. 4, Préparation deVexsudat dela coqueluche (stade convulsif) : une cel- 
lule plate de l’épithelium remplie de microbes coquelucheux. A cété de cette 
cellule, au milieu de la préparation quelques bacilles plus petits, ressemblant 
aux bacilles de Vinfluenza, Grossissement 4 : 800. 

Fig. 5. Préparation de l’expectorition de la coqueluche (stade convulsif) 
d'un cas ou les quintes de toux étaient trés graves: Jes crachats se signalent 
par beaucoup de cellules plates de l’épithélium. Faible grossissement, 

Fig. 6. Préparation de Pexpectoration de l’influenza. 

Fig. 7. Préparation de l’expectoralion de bronchite simple. Méme grossis- 
sement qu> dans les figures 5 et 6. Les cellules manquent ou du moins elles 
sont trés rares. 

Fig. 8. Le microbe coquelucheux en culture de 24 heures sur sérum. 
Grossissement 1: 1.000. Les bacilles sont plus grands que les bacilles de 
influenza, et de forme plus régnliérement ovoidale. 

Fig. 9. Préparation d’une colonie du microbe coquelucheux (sur sérum). 
Grossissement 4: 800. La colonie est trés petite, presque invisible. 

Fig. 10. Préparation d’une coupe du larynx, de la région interarythénoi- 
dienne: beaucoup de microbes coquelucheux dans les cellules plates de 
Pépithélium de cette région. 


LE MICROBE DE LA COQUELUCHE 


Réponse a l’article précédent de M. Reyher. 


Par tes D's J. BORDET rr O. GENGOU. 


Il ett été bien désirable, non pas pour nous, mais pour 
M. Reyher, que la réclamation de priorité qui précéde nett 
point paru. kn effet, la publication de cette note (on s’en con- 
vaincra en la comparant a notre premier mémoire sur la coque- 
luche) n’aura d’autre conséquence que d’exposer M. Reyher au 
jugement du lecteur pour ce qui concerne ses procédés de 
discussion, et d’attirer d’autre part l’attention sur imperfection 
de ses recherches scientifiques. ; 

Mais M. Reyher a insisté pour que sa note vit le jour, et 
c’est pourquoi nous sommes forcés, & notre grand regret. de 
divulguer les incidents antérieurs a cette publication. Dés que 
nous apprimes que M. Reyher prétendait avoir isolé avant nous 
un microbe identique aundtre, nous pensames qu’en présence 
de cette affirmation, il convenait de cultiver parallélement les 
deux microbes et de les comparer. Remarquons immédiatement 
que méme s'il n’était point disposé a se fier a notre probité scien- 
tifique, M. Reyher ne courait aucun risque quelconque & nous 
envoyer sa culture, d’aprés lui identique & la notre. En nous 
faisant cet envoi, il ne nous donnait (en admettant bien enten- 
du quwil ett raison) absolument rien de nouveau, rien que 
nous ne possédions déja : il se bornait a nous faire parvenir 
un microbe entiérement pareil,d apres ses propres dires, a celui 
que nous avions. Nous exprimames donc ces considérations a 
M. Reyher et lui demandames sa culture, lui promettant 
d’agir suivant l'une ou autre des deux alternatives suivantes : 
dans lecas ott nous aurions constaté Videntité des deux micro- 
bes, nous l’aurions reconnue et déclarée ; dans le cas contraire, 
les deux cultures auraient été soumises, avec Vacquiescement 
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de M. Reyher, & examen de quelques bactériologistes éminents, 
choisis de commun accord, et qui se seraient prononcés. 
C’était, on le voit, trés simple, et c’était loyal. Quelle que fut 
Vissue, la vérité était garantie; a supposer que la priorité de 
M. Reyher fat réelle, elle était infailliblement proclamée. 

Mais M. Reyher déclina la proposition, refusant l’envoi de 
sa culture et formulant la volonté de publier sans retard. Nous 
en conclimes, & bon droit, pensons-nous, que M. Reyher 
ne tenait guére & une enquéte préalable. Il voulait réclamer. 
Il suffisait de lire la note de M. Reyher, note dans lequelle le 
paralléle entre les deux microbes porte sur quelques caractéres 
judicieusement choisis, d’autres trés essentiels étant soigneuse- 
ment laissés dans ’ombre — sans doute parce qu'il aurait suffi 
de les citer pour ruiner la tentative d identification, — note dans 
laquelle notre principal et indispensable argument en faveur de 
Vauthenticité etiologique de notre microbe, lactivité spécifique 
du sérum d’enfants guéris, est jugé ne pas devoir entrer en 
ligne de compte are la discussion, il suffisait, disons-nous, de 
parcourir la note.de M. Reyher pour en apprécier Vallure 
tendancieuse. Le lecteur va d’ailleurs en juger. 

Reprenons tout d’abord une citation que M. Reyher fait de 
son propre texte. Son bacille, dit-il, a ceci de commun avec le 
ndétre, qu'il se distingue du bacille de influenza par ses dimen- 
sions, sa forme trapue, ses bouts arrondis, « eine mehr gedrun- 
gene Form mit abgerundeten Enden... ,ete. ». — Or, une 
phrase presque pareille se retrouve en effet dans la derniére 
communication de M. Reyher ‘'. La voici textuellement 

Wahrend die auf allen Nihrbéden fortkommenden Bazillen 
eine mehr gleichmissige, gedrungene Form mit abgerundeten 
FEnden darbieten, zeigen die vom Influenzabazillus nicht zu 
differenzierenden Stabchen eine mebr polymorphe schlankere 
Gestalt mit oft zugespitzten Enden. » Mais il faut lire le reste 
de Particle. On s’apergoit alors que le microbe de M. Reyher, 
quil considére maintenant comme identique au notre 
était jugé alors par l’auteur comme étant identique au 
microbe de Czaplewski. Aprés un bref historique, on Jit en effet 
(nous traduisons littéralement) : « Mes propres recherches 


1, Berliner Klin. Wochenschrift 1906, n° XXXVI, page 1197. 
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bactériologiques m’ont conduit & ce résullat, que les deux 
types microbiens, celui de Czaplewski et celui de Jochmann, se 
rencontrent dans Vexpectoration coquelucheuse, mais que la 
forme la plus grosse et la plus trapue (die gréssere gedrunge- 
nere Form) sy trouve constamment, tandis que le microbe 
analogue & Vinfluenza (celui de Jochmann) ne se décdle que 
dans environ 70 4 80 0/0 des cas ». Et quand M. Reyher ajoute 
ensuite que c est la forme la plus grosse qui se rencontre dans 
les cellules ¢pithéliales, c’est toujours du Polbaktérium de 
Czaplewski quil est question, et c'est encore ce microbe qui. 
comme nous venons de le rappeler, est comparé par M. Reyher 
(voir sa citation) au microbe (voisin de influenza) de Jochmann. 
Notons en outre que si, comme il le dit, son microbe pousse 
difficilement (colonies rares et petites), il pousse néanmoins sur 
tous les milieux. Le notre. nous l’avons dit, ne pousse pas sur 
les milieux usuels (gélose-gélatine), il lui faut des albuminoides 
non coagulés. 

C’est précisément parce que le Centralblatt fiir Bakteriolugic 
rapportait ' que M. Reyher adoptait le microbe de Czaplewski, 
que nous nel’avons pas cité, Citant M. Czaplewski, dontle micro- 
be est sirement différent du notre, nous jugions naturellement 
inutile de citer tous ceux qui se ralliaient & son avis. Il est vrai 
qu actuellement, dans saréclamation, M. Reyher ne fait plus du 
tout mention de M. Czaplewski. 

M. Reyher l’a voulu, nous devons aller jusqu’au bout. — 
Il est certain que la description faite par plusieurs savants des 
formes qu ils ont vues dans l’expectoration coquelucheuse rap- 
pelle parfois nettement celle de notre microbe *. Il est done pos- 


4, On lit au tome XXXV (1904), page 280, des Referate du Centralblatt ff. 
Bakt. : Reywen Paut : Zur Aetiologie des Keuchhustens, « Verf. hat an der Berliner 
Kinderklinik 34 Fille von Keuchhusten untersucht. Es gelang ihm in allen Fallen 
das von Czaplewski beschriebene Polbakterium nachzuweisen. » 

Dans les mémes Refera/e (t. XXXVII, 1905, page 551, Compte rendu de la 
réunion des médecins & Meran), il est encore signalé que Je Polbakterium de 
Czaplewski-Reyher donne peu de colonies, mais pousse sur tous les milieux, 
Pouvions-nous supposer que ce bacille se métamorphoserait au point de devenir 
identique au notre? 

2. Mais tant de coccobacilles se ressemblent! Quand notre microbe et le 
bacille semblable & Vinfluenza sont mélangés dans l’expectoration, 11 est quasi 
impossible d’identifier avec certitude chaque individu qu’on apergoit., Dans les 
cultures sur gélose-sang la forme de notre microbe et celle du choléra des pou- 
les se ressemblent souvent beaucoup. 
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sible que le vrai bacille de la coqueluche ait été apergu dans le 
produit morbide, par plusieurs bactériologistes. Nous-mémes l’y 
avons vu six ans ayant de l’obtenir en culture. Mais quand il s’agit 
d’affections des voies respiratoires, ou tant de germes peuvent 
se rencontrer (le microbe spécifique pouvant meme, comme 
dans la tuberculose, étre souvent moins nombreux que les espé- 
ces banales,) la question n’est pas de voir tel ou tel élément dans 
le produit pathologique; ce qui importe, c’est de Vobtenir en 
culture afin d’étudier son role et sa signification, c’est disoler 
le véritable agent et de fournir en sa faveur des arguments pro- 
bants. 

Ce qu’il faut comparer, ce sont donc les cultures. Or, de son 
microbe, M. Reyher n’a jamais pu obtenir (méme sur le Bluta- 
gar) que des colonies rares et extrémement petites (moins de 
1/10 de millimétre). Le notre au contraire, sil poussait difficile- 
ment dans la premiére culture (en raison de la lenteur de son 
développement, de la concurrence des germes banaux), a donné 
sans retard (dés quila été retiré a Vétat pur, c’est-a-dire 2 ou 
3 jours aprés l’ensemencement de l’expectoration), une trainée 
blanche, luxuriante. Repiqué ensuite non seulement sur notre 
milieu, qui était nouveau, mais méme sur un milieu connu et 
utilisé ce tout le monde, la gélose-ascite, il y donna « une cou- 
cheblanche, d’aspectgras et humide, devenant, aprés 24 3 jours, 
a peu prés aussi épaisse que l’est une culture typhique sur gélose 
ordinaire ' ». Il se développe fort bien aussi dans des milieux 
liquides (bouillon-sérum) faciles a préparer. Et cette discordance 
saisissante des caractéres de culture n’empéche pas M. Reyher 
Waffirmer Videntité des deux microbes ! 

Méme incohérence au sujet du paralléle avec le bacille sem- 
blable & Vinfluenza. Dés qu’on opére avec des cultures purifiées, 
notre microbe végéte plus abondamment que le microbe- 
influenza; le contraste est méme saisissant. D’aprés M. Reyher 
lui-méme, c’est le contraire pour son bacille qui est toujours tres 
chétif méme sur lagar-sang. Et M. Reyher écrit néanmoins 
qu ila, avant nous, signalé les principales différences entre le 
bacille de la coqueluche et Vinfluenza. C’est vrai, mais les diffé- 


1, Voila un caractére essentiel que M. Reyher laisse dans l’ombre. 
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rences qu il signale sont précisément inverses de celles que nous 
avons consignées '. 

Nous avons dit que notre microbe se trouve disséminé (a part 
Penglobement possible par les phagocytes) dans l’expectoration, 
a l’état libre. M. Reyher constate que le sien se trouve souvent 
dans les cellules épithéliales; jamais nous n’avons dit ni vu que 
ce fit le cas pour le notre. Encore une analogie, 

On ne trouve, dans article de M. Reyher, rien qui concerne 
Vexpérimentation sur les animaux. 

Un mot encore apropos de nos recherches sérologiques qui. 
Waprés M. Reyher, ne doivent pas entrer en considération ici. 
Sanselles,nousn aurionsrien publié. Dans Ptatactuel des moyens 
dinvestigation, elles étaient obligatoires autant que réalisables. 
Nous naurions pas voulu, en présentant un microbe (lacoqueluche 
peut en fournir beaucoup d’espéces). nous borner & dire, comme 
M. Reyher, sans autre effort, quil est Pagent « vraisem- 
blable » ou « trés vraisemblable » de la maladie. Comme Vont 
spontanément signalé MM. Metchnikoff et Roux, nous avons 
vu et coloré, bien avant Schaudinn, le spirochéte de la syphilis, 
mais nos documents trop restreints ne nous ayant pas démon- 
tré son role avec la certitude voulue, Vobservation resta iné- 
dite. Notre éminent et regretté collégue allemand sut réunir 
des présomptions plus nombreuses et plus fortes, — tant mieux, 
Pour la coqueluche, nous croyons avoir des preuves, M. Reyher 
nen a jamais eu. Nous nous permettons de ne pas croire 
qu'un bactériologiste puisse négliger d’éprouver Taction du 
sérum d’enfants guéris sur le microbe qu'il isole, omettant ainsi 
Wappliquer & cet effet des méthodes connues depuis plusieurs 
années ; nous devons donc admettre que M. Reyher n’a eu que 
des résultats négatifs (une observation positive etl certes été 
signalée), que le sérum en cause est sans action sur son microbe 
el qu’en conséquence ce dernier est différent du notre. 

Inutile de nous résumer. Notre attitude d’une part, les carac- 
teres des cultures en jeu, etc., de l'autre, apparaissent suffisam- 
ment. Que M. Reyher maintienne ses affirmations en disant que 

4. Quant aux dimensions, comparces a celle de Vinfluenza, on sait que 
presque tous les microbes connus sont plus grands que ce dernier. Presque tous 
ont done ce caractére commun, La supériorité de taille de notre microbe sur 


Vinfluenza cst minime ; c'est encore un microbe trés petit. 
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s'il n’a pu obtenir, comme nous, un développement du microbe 
en couche épaisse, c’est quil n’a pas su le faire pousser conve- 
nablement; que sil n’a pas signalé l’action du sérum de sujets 
gucris, c’est qu'il ignorait. les méthodes ; que s'il n’a pas expé- 
rimenté sur les animaux, c’est quil n’y a pas pensé, etc... — 
c’est son droit. Mais nous estimons, en terminant cette longue 
discussion, que les colonnes de ces Annales, notre temps, et 
stirement aussi celui de M. Reyher, auraient pu étre plus utile- 
ment employes. 


= 


CONTRIBUTION A [ETUDE DU SURRA D'INDO-CHINE 


Par H. SCHEIN 
Inspecteur des Epizoolies en Annam, chargé du service vélérinaire a VInstitut 
Pasteur de Nhatrang. 


Travail de l’Institut Pasteur de Nhatrang. 


Depuis que L.-F. Blanchard, en 1888, décrivit, sans le 
déterminer, le parasite qui va nous occuper, nombreux sont 
les obseryateurs qui ont étudié la maladie qu il provoque. 
Mais, jusqu’aux derniers travaux de MM. Vassal, Laveran et 
Mesnil ', régnait une certaine incertitude sur sa place dans la 
classification. Ges savants complétent, coordonnent les données 
antérieures., classent la maladie. . 

D’aprés eux, nous attribuons le nom de « Surra » & la 
trypanosomiase des mammiféres de cette contrée, qui, en pra- 
tique, tue presque exclusivement les équidés. 

Par cette désignation « Surra », nous n’entendons pas iden- 
tifier la trypanosomiase d’Indo-Chine avec celle de |’Hindoustan 
ou de Maurice. Pour nous, « Surra » désigne un groupe de 
maladies voisines, dont le « Surra d’Indo-Chine » est un des 
composants. 


Ll. — TRYPANOSOMIASE DU CHEVAL 


Le Surra a été constaté dune fagon précise dans un 
certain nombre de provinces d’Indo-Chine, les plus diverses et 
les plus éloignées les unes des autres : Hatien, a Vextréme 
sud de la Cochinchine, Viétri, au nord de Hanoi, au Tonkin. 
Dans d’autres localités, des épizooties, dont la nature n’a pu 
étre déterminée rigoureusement, & cause de I’éloignement, 
sont logiquement attribuables 4 cette affection. Tout entitre, 
'Indo-Chine doit étre prise. 

Nous avons pu étudier comparativement des trypanosomes 
ayant les origines suivantes : vallée de Nhatrang (épizooties 
de 1904 et de 1905), Hanoi (1905), province du Darlac (1906), 
Hué (1906). Les épizooties de Nhatrang et celles du Darlac ont 
été tudiées sur place. Nous avons pu suivre les symptomes 


4. Ann. Inst. Pasteur, |. XX, avril 1907. 
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et la marche de la maladie chez les chevaux frappés par la 
contagion naturelle. 

Dans l'ensemble, nous n’avons pas trouvé de différence 
avee les symptomes trop souvent décrits, pour que nous les 
reprenions en détail. Au début, ’exercice provoque rapidement 
de Vessoufflement, animal devient mou et ne peut bientot 
plus travailler. — Amaigrissement rapide, tristesse, et un peu 
de somnolence. — Peau stche, chaude, poil piqué. — La respi- 
ration, précipitée, irréguliére, discordante ou soubresautante, 
entrecoupée, montre parfois le rythme de Cheynes-Stokes. — 
Pouls vite, petit. Rien & la percussion ni a Vauscultation du 


thorax. —Muqueuses blanchies, livides. —Température irrégu- 
litre, souvent presque normale, subissant par intervalles de fortes 
poussées. —Symptomes oculaires assez rares : conjonctivite et 
kératite. — OKdémes inconstants, a si¢ge variable aux parties 
déclives. — Parfois, véritable parésie du train postérieur, et 


mort apres une derniére période d’hyperthermie. Les lésions 
trouvées a l’autopsie sont les plus vagues : anémie intense, 
hypertrophie de la rate, moelle osseuse embryonnaire retour- 
nant au type foetal. 

Pendant le cours de la maladie, le nombre des parasites de 
la circulation générale varie sans cesse : d’abord fort petit, ce 
nombre augmente graduellement, passe par un maximum; a 
ce moment, l’organisme semble réagir pour se débarrasser des 
trypanosomes : la fiévre sallume pendant deux, trois jours, et 
le nombre d’hématozoaires décroit considérablement, puis la 
température redevient presque normale. 

Ces véritables «crises » sont au nombre de 3 ou 4 
au cours de la maladie. Rarement des sujets —_ proba- 
blement en état de moindre résistance — su-combent dés la 
premiere, 

Pendant ces périodes critiques. Vurine est chargée d’albu- 
mine, alurs que nous ’en avons pas constaté dans les 
intervalles 

Chaque crise épuise davantage le malade, il meurt aprés 
une derniére, ne présentant plus quelquefois que peu de 
parasites. Souvent méme linoculation du sang des victimes 
aux animaux sensibles reste infructueuse : les trypanosomes 
disparaissent alors complétement. 


PER MEERST Nee eae eR meee My 
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MM. Brau, Saint-Sernin et Mutin-Boudet! ontdivisé lamaladie 
en deux formes : une forme « cedémateuse » grave, empor- 
tant Panimal en 30-45 jours, et une forme « seche », plus 
lente, ae tuant qu’en deux mois, deux mois et demi. 

Nous n/avons pu faire cette distinction. Au cours de la 
maladie, nous avons presque toujours noté des cedémes, par- 
fois fugaces. mais leur présence wWimpliquait nullement une 
évolution plus rapide. Un des animaux observés (épizootie de: 
Ban-Tour, au Darlac) a mis 4 mois 1,2 & suceomber, c’est 
probablement la durée la plus longue constatée & ce jour et 
cet animal a présenté un trés fort edéme ventral. 

Suivant les épizooties, de grandes variations peuvent se 
constater dans la virulence des trypanosomes. Dans la province 
du Darlac, existaient deux foyers de maladie, loignés Pun de 
Vautre de 65 kilometres de sentiers peu praticables, et ne 
communiquant jamais, élant habités par des tribus Mois diffé- 
rentes de langue et dhabitudes. (étaient les foyers de Ban 
Don et de Ban Tour. 

Le parasite du premier foyer. trés virulent, tuait les ani- 
maux en 1 mois 1/2. 

Dans le second, les animaux n’ont succombé qu en 4 mois 1/2 
e(3 mois, Le sang du cheval qui devait suecomber en 4 mois 1/2 
a été inoculéa& un chien (dose, 2 c.c.) et & deux rats (1/2 c.c. 
chacun) 15 jours avant la mort du sujet, & un moment ot les 
parasites (talent nombreux (5-6 par champ). 20 jours aprés 
Vinoculation, le chien n’avait pas présenté de parasites, mais, 
Ace moment, il s’est malencontreusement échappé et n’a pu 
étre repris. Les 2 rats sont morts en 28 et 31 jours, sans que 
Vexamen journalier de leur sang nous ait montré de parasite. 

Les trypanosomes du foyer de Ban Don. rapportés au 
laboratoire sur des cobayes, ont tué le chien en 12-15-23 jours. 
Les rats succombaient en 9-10-15 jours. 

Sur les préparations colorées au Giemsa, les parasites des 
deux foyers étaient morphologiquement indistinguables. 

Nous avons adopté, pour les mensurations, les coordonnées 
proposées par Lingard ? : 

1. Bull. Chambre d'Agric. de Gochinchine, 9° année, 1906, — Voir Bult. 


UES GML AGSUCUT Can Lie i, O14 peck 
2. Journal of tropical veterinary, science. Jany. 1906, p. 9 a 44. 
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a. Distance entre l’extrémité postérieure et le centrosome ; 
b. Distance entre le centrosome et le bord postérieur du noyau; 
c. Distance entre les bords postérieur et antérieur du noyau; 


d. Distance entre le bord antérieur du noyau et Vextrémilé antérieure 
du corps. 


e. Longueur de la partie libre du flagelle ; 
f. Largeur maxima du corps. 


Les dimensions des parasites varient suivant leur age: en 
effet, apres une scission longitudinale, chacun des flagellés fils 
est moitié moins large que le parasite pére; ils augmentent 
de largeur jusqu'a une nouvelle scission. Kn outre, au moment 
de la division, les centrosomes sont rapprochés du noyau pour 
sen écarter peu a peu ensuite. Il est nécessaire de ne compa- 
rer, autant que possible, des parasites adultes, chez la méme 
espéce d’animal. 

Dans ces conditions, les parasites de toutes les origines 
indo-chinoises que nous avons pu comparer, noffraient que des 
variations peu importantes, moindres que celles que l’on peut 
trouver entre deux parasites sur une méme préparation. 

Le tableau ci-aprés en donnera une bonne idée. 


etree Gobaxe Copnye BN Cet eRy Chiende] Cob. 4. | Cob. 2. | Cobaye 
6. S. 2. 8 bis. Virus M.Merle| Virus | Virus 
Vir.N.T| Virus Virus Ban-Don, Virus| Hanoi | Hanoy. | Virus 
Dates. |170ct.05)Ng.Duoc/Ban Don} 49 décembre 06. | Hué. |8toct.05/9 aott |Ban Don 
: 0 
a 24 2,0 4,4 SS RUE ROM OUS Bie 2 24 
‘ 
b 5,8 6,4 5,8 it 6,0 } 8,0 5.6 62 57 
Ce 3,0 Qh 23 Bade 3} Lats 2 2,4 4 3,2 
= —> ms bho 
c e) . ~ 
d 9.5 9,2 i) AP Ny Giye 8.4 isa 8,6 
e 7,4 8 10 40 9.7 ) Ses i) 88 9,5 
/ oe 3 2.4 eal os One 3,2 gy I) 
| 3 3 
Les z 4 . 
: @ S| Formes 
“mes! = : 
ante d ore: E = | jeunes 
Observations jeunes | & a nom- 
| | preédo- % S| preuses 
minent.| a : 
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La virulence pour les animaux de Jaboratoire était i peu 
prés semblable, mettant 2 part celles de Ban Tour, dont étude 
a été interrompue, et celle de Hué, dont nous wWavons cu que 
des préparations dues & Vobligeance de M. Bauche. 


Tableau montrant les délais de mort (en jours) des animaux inoculés. 
eer re ee 


VIRUS COBAYES LAPINS RATS CHIEN 

Nietan oe COS ences 93-57-27 {2 9-14 98 
36-17-13 

MANOR AGS eae «oe aan Ete 95-57 Si 8-10-13 25 
Asi (Montraildes T.) 

bein otal Don itetiacarnely aor Art ee 4()-25-47-19 22-14 9-10-13 41-14 
17-12-6 

NGUyen=DUOGCie.)-3 assis a 19-15-46 22-10-6-25 ve 22 

| 


L’animal de passage était le cobaye, dans tous les cas 
ci-dessus, sauf pour Nguyen Duoc, ot: nous nous sommes 
servi du lapin. | 

Il semble que le trypanosome acquitre plus de virulence, 
par des passages répétés, pour lanimal choisi. Les chiffres 
ei-dessus étant donnés par ordre d’inoculations suceessives, sem- 
blent bien le prouver. 


Jamais, au cours des différentes épizooties de Surra, nous 
n’avons pu trouver d’autres malades que des cheyaux. Nous 
avons pourtant pu constater, en méme, temps, deux cas spon- 
tanés de Surra chez le chien de race indigéne. Mais e’était a 
Nhatrang méme, et les animaux avaient pu pénétrer dans la 
salle Wautopsie et se repaitre de cadavres d’animaux morts, 
probablement de lapins. 

oun deux. qui nous apparienail,a suceombé 20 jours apres 
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le début des accidents, dont nous avons immédiatement 
reconnu la nature. Un traitement au trypanroth eta l'arse- 
nite de soude n’a pas eu d’effet appréciable. L’animal a. pré- 
senté, sur la fin, de la conjonctivite et de la kératite, alors 
qu’'aucun de nos nombreux chiens d’expérience n’a montré 
accidents oculaires. 

L’autre chien, appartenant & un indigéne, n’a pu étre suivi 
de prés ; il a présenté des parasites, et a succombé une ving 
taine de jours apres. 

Nous incriminons les cadavres de lapins pour ces deux con- 
taminations accidentelles. Comme tous les expérimentateurs 
nous avons constaté que le sang du cheval, aprés la mor 
nalurelle de Surra, se montre assez rarement virulent, ainsi 
que celui du cobaye. Le sang d’un rat ayant succombé montre, 
le plus souvent, de trés nombreux trypanosomes, a tous les 
stades de dégénérescence, et transmet infidélement la maladie 
avec de longs retards dincubation. Au contraire, le sang de 
lapins. pris dans les mémes conditions, montre d’ordinaire des 
lrypanosomes, peu nombreux, mais viyants, bien mobiles et — 
communique le Surra dans les délais normaux. 


I]. — TrypaNosomfask CHEZ LE BOEUF. 


Le 31 aott 1906, en dehors de toute épizootie de Surra, 
deux boeufs mouraient chez un nommé Nguyen Duoe, au 
village de Phu-An, & 8 kilométres de Nhatrang. C’est dans 
les maisons avoisinant celle de Nguyen Duoe que sévit Vépi- 
zootie de Surra de 1904. 

Au moment de la mort de ces beeufs, il y avait cu plusieurs 
cas de charbon chez le cheval et chez le boeuf, aux environs 
immédiats de Nhatrang, 

M. Bauche, inspecteur des &pizooties, se rendit dX Phu-An, 
praliqua l'autopsie des animaux sans trouver de lésions nettes, 
el rapporta au laboratoire préparations et pipettes de sang. 

L’autopsie ayant été tardive, on trouva des_ bactéries 
banales (septique-staphylocoque, bactéries ovoides); on ne 
rencontra pas de trypanosomes. 

On inocula, avec le sang de chaque boeuf, deux cobayes et 
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un lapin. Des le lendemain. les quatre cobayes moururent 
dinfection septique.- les lapins survécurent. Mais, le 22 sep- 
tembre (22 jours aprés Vinoculation) un des lapins mourut, 
présentant des trypanosomes; l’autre lapin n’eut jamais rien. 

Au moins lun des deux boufs de Nguyen Duoe tail 
done infecté de trypanosomiase. On fil avee ee premier lapin 
une série de passages et dinoculations; la virulence était: en 
tout comparable a celle des &pizooties de Nhatrang 1904 el 
—1905. Les dimensions “taient aussi analogues. (Voir les tableaux 
c1-dessus.) 

Il fallait savoir si les autres bovideés habitant les environs 
de cet ancien foyer hébergeaient des hématozoaires. Avec 
2 c. c. de sang de chaque Ruminant habitant les étables situées 
dans un rayon d’environ 500 métres autour de I’étable de 
Nguyen Duoc, nous inoculames deux rats. Ce fut en vain, nous 
mavons pu mettre aucun parasite en évidence. Le cas du 
boeuf de Nguyen Duoe devait étre isolé, le dernier dune série 
de contaminations sans accidents visibles se poursuivant en 
silence chez les Ruminants depuis lépizootie 190%, 


IL}. — TRYPANOSOMIASE DU BUFFLE. 


M. Vassal a montré que le buffle d'Indo-Chine, peu sensible 
a la trypanosomiase. présentait longtemps dans son sang les 
parasites inoculés. Le bufflon dont il relate Phistoire a porté 
des Trypanosomes pendant cing mois, du 7 janvier au 24 juin 
1905. Le 5 octobre. le sang de cet animal se montrait 
avirulent. C’est & ce moment que M. Vassal termine lintéres- 
sante observation de ce sujet. 

Le 26 mars 1906, nous inoculames 20 c. ¢. de son sang a 
un chien, qui resta indemne. Les parasites navaient pas 
reparu. 

Le 11 septembre. le bufflon recut 5 c. c. de sang, riche en 
Flagellés, venant d’un chien porteur de notre virus de Ban Don. 

Les 18-19-20, Vanimal eut une hvperthermie passagére, 
ce fut tout. Son poids, de 169 kilogs a la fin de Vexpérience de 
M. Vassal, était de 191 au début de la nétre: ita passé par un 


x 


maximum de 198, et il est retombé a 197 le 2 janvier. L’appeéli 
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a toujours été bon; Vexamen direct du sang, fait tous les deux 
jours, n’a jamais montré de parasites, Mais, en revanche, 
ce sang s’est conslamment montré: infectant pour le rat 
du 19 septembre au 29 décembre: les rats inoculés & partir 
du 24 janvier 1907 n’ont plus été contaminés. 


Un des rats inoculés le 29 décembre — rat B. 44 — est mort trois jours 
aprés, sans montrer de parasites, mais son congénére (B, 13) a présenté pour 
la premiére fois des Trypanosomes le 6 janvier (aprés huit jours d’incu- 
bation); on en trouvait un pour huit champs, puis le 7 méme fréquence, 
plus rares le 10 (4 pour trenle champ), augmentant le 12 (4 pour 45), 
nombreux le 14 (2 par champ), plus encore le 16 (4 par champ), ont 
diminué le 47 (2 par champs) et ont disparu le 19. — Aprés ce jour, 
on n’a plus revu de parasites. Il s’agissait bien de T. Evans, préparations 
fraiches et colorées étaient univoques. 

B. 13. n’a succombé que le 2 février (trente-cing jours apres linocula- 
lion). On n’a pas retrouvé de parasites sur le cadavre. Les rats, on le sait, 
supportent fort mal la captivité. Il n’est pas rare de voir des rats, non 
inoculés, succomber vingt jours aprés leur capture, 


Le tableau suivant montrera que, dans Vensemble, le 
trypanosome tuait le rat de moins en moins vite, au fur et a 
mesure qu il vietlissait sur le bufflon, 
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Epreuve des rats par le sang du bufflon. 


Nos DES 
RATS 
4 
2 
Ba 
i 
injec 
B. 4 
Bin 
Po 6 


a 
zs 
mw ao 


03 
= 
> 


labs Uy) 


B. 18 


DATE 


D INOCULATION 


49 septembre. 


» 


29 seplembre. 


yr * 

6 octobre. 
» 

25 octobre, 


» 


45 novembre, 


» 


23 novembre. 


> 


42 décembre. 


» 


29 décembre. 


» 

21 janvier. 
) 

9 féevrier. 


» 


BATE DE MORT 


25 septembre. 
25 septembre. 
2 octobre. 

8 octobre. 
19 octobre. 
20 octobre. 
13 novembre, 
7 novembre, 
23 novembre. 
23 novembre. 
7 décembre. 
3 décembre, 
27 décembre, 


26 décembre 


| at 
phe 


2 février 
lev janvier. 
4 fevrier. 
9 février. 
25 février. 


26 février. 


DELAI 


6 jours. 


6 oa 


OBSERVATIONS 


Mort accidentelle. 
(Pas vu T.). 


Mort accidentelle. 


’ 


Jamais vu de I 


Rapprochant ces fails de lhistoire des trypanosomes de 
Ban Tour, nous sommes naturellement conduit & penser, avec 


M. Mesnil *, 


que 


différences 


observées 


tiennent a la 


« généalogie » des trypanosomes, el & ne pas attribuer trop 


importance a 


classification. 


Le buffle n’est pas immunisé par une premiere 
Un parasite de virulence plus grande. 


Surra. 


1. Bull. Inst. Pasteur, 
A. SCHILLING et de THEmEr, par FE. 


la virulence 


ii, TG Foe 


917, et t. 
MESNIL. 


des 


IVs 


Trypanosomes pour leur 


atteinte de 
ou dorigine 


», 454, Analyses des travaux de 
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différente,-peut encore le contaminer & nouveau et faire de 
lui, pour de longs mois, un redoutable réservoir de virus, ce 
qui augmente considérablement le danger qu offre cet animal 
dans la transmission du Surra. 

Notre ami. M. Bauche, vient de remarquer. dans l’épizootie 
de Iué, que les seuls chevaux atteints ¢taient les pouliniéres 
et les poulains qu’on laissait librement paturer le jour, alors 
que leurs congénéres, chevaux d/attelage. restant toute la jour- 
née a Péeurie ou n’en sortant que pour le travail. n’étatent 
pas atteints. Pourtant, en Indo-Chine, les écuries sont large- 
ment ouvertes, et les bétes reproductrices partageaient, la 
nuit, le logement des animaux indemnes. Mais Iécurie des 
bestiaux était éloignée, 

Cette constatation nous a frappé; nous avons retrouvé, 
dans nos notes, que dans l’épizootie de Surra qui a sévi dans 
les écuries de V’Institut (Suoi-Giao, en 1905), aucun des huit 
chevaux d’attelage, restant & Pécurie, n'a été atteint, alors que 
sur 87 chevaux allant paturer, 18 avaient succombé (20 0,0). 
La aussi, l’étable des buffles était éloignée. 

Les paturages ne sont ni trés étendus ni trés plantureux, 
en Indo-Chine; buffles, beoufs, chevaux, voisinent sans cesse. 
Les diptéres sanguicoles, voletant des uns aux autres, peuvent 
aisément communiquer la maladie. 

Au sujet de Pépizootie quia sévi dans la prov ince de Ninh- 
Binh (octobre 1905) notre distingué confrére, M. Bodin éerivait: 

« Les boeufs et les buffles de Vexploitation, en contact 
constant avec les chevaux, nont pas été éprouvés, et ont été 
piqués, sans aucun doute, par des mouches ou taons infectés, 
il semblerait que ces animaux se soient montrés réfractaires & 
la maladie... » 

Ces lignes, écrites avant la publication du travail de M. Vas- 
sal, donnent, par antithése, la clef de la contamination des 
chevaux. 

Toujours, dans toutes les ¢pizooties que nous avons vues 
ou qui ont été relatées, il y avait eu ce contact des équidés 
malades et des grands Ruminants domestiques. Ainsi que le 
pense Pease*, pour VHindoustan, le buffle joue « un role 


1. Bulletin économique Indo-Chine, Octobre 1904, p. 46. 
2. Journ. of. trop. vet. sc., 1906, p. 70-91-127-129. 
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important dans la propagation du Surra ». Tous les  faits 
exposés nous permettent de généraliser et de dire que les 
grands Ruminants jouent un role considérable. 

La prophylaxie du Surra nous en semble précisée et 
simplifiée. 


TV. — ExpinteNnces DIVERSES. 


Albuminurie. — Les juments 14-16-24 de Suvi-Giao, alleintes, en 1905, 
(te try panosomiase spontanée, présentent de nombreux parasites. Leur urine, 
éprouvée par la chaleur et Vacide nitrique, contenait une forte propor- 
tion dalbumine, sans sucre ni pigments piliaires. Elles ont succombé 
apres cette pousséc. 

La jument 28 a présenté quelques poussées de trypanosomiase, Le 
17 décembre 1905, les trypanosomes sont rares (1 pour 5 champs). On ne 
(rouve pas Walbumine dans Vurine, Le 20 décembre : examen du sane 
négatif; pas d’albumine. 

Le 23 : trypanosomes nombreux (2 par champ) Vurine coagule par la 
chaleur et Vacide azotique. On ne trouve ni sucre ni pigments biliaires. 

Le 25 décembre : Je nombre des trypanosomes décroit; on ne trouve 
pas @albu nine. 

Le 28: la jument meurt 45 heures du matin. Les parasites ont disparu. 
L’urine n’est plus albumineuse. 


Cette albuminurie doit étre en rapport avec les lésions de 
néphrite parenchymateuse subaigué signalées par A. Mas- 
saglia'. Mais elle semble aussi liée avec les « crises » lraversées 
par lorganisme,. au moment des pullulations de Vhématozoaire. 


Salive. — La jJument 38 présente de nombreux trypanosomes le 
16 novembre 1905. On Jui injecte 0 gr. 05 de nitrate de pilocarpine. Cing 
minutes aprés, on recueille un demi-verre de salive. Trés sale, celle-ci es! 
fillrée sur papier fillre trés mince. Elle passe rapidement, encore trouble, 
mais débarrassée des plus gros débris végélaux qui ?encombraient, 

On inocule deux cobayes, S. 1 et S. 2, avec 2 c. ¢. de-ce filtrat. 

Avee 1/4 de e. c, de sang, on inocule un cobaye témoin. 

Le ltémoin présente des parasites six jours, cl meurt vingl-liois jours 
apres la contamination. S.1 et S.2 mont rien présente, saul de Poedéme aux 
points @inoculation, du aux imparetés du liguide, 

S. 4, réinoculé le 44 décembre avec 1/2 ¢. c. de la jument 28 parasitée, 
laisse voir des parasites le 16 décembre (5 jours aprés inoculation) et 
meurt le 5 janvier (25 jours), 

S. 2, inoculé le 20 octobre 1906, avec 3 goultes dusang du lapinne 1V 


= 


1. Bulletin, (nst. Pasteur, 1V, p. 668, 
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(virus boeuf Nguyen Duoc), présente des parasites le ler novembre (apres 
44 jours d’incubation) et meurtle 4 décembre (en 46 jours). 
La salive n’avait ni contaminé ni immunisé les cobayes S. 1 el S. 2. 


Action de la chaleur et de la lumiere solaire. — Ayant pu cons- 
tater le peu de sensibilité des cobayes sains & laction du soleil 
tropical, nous avons voulu voir l’action que pourraient avoir la 
lumiére et la chaleur sur des animaux surrés. 


Le 20 octobre, trois cobayes, C. 1 et C. 2, ef CG’. 1. recoivent chacun 
2¢,c. de sang d’un chien présentant & ce moment de nombreux parasites. 
Les animaux CG furent mis dans une cage grillagée sur les quatre faces, 
recouverte d’un toit ne débordant pas, exposée au soleil devant un mur 
blane. Les animaux recevaient les rayons directs de l’astre, de 6 heures du 
matin 440 heures, el de 245 heures du soir. 

Le cobaye C’. 1 fut laissé & Vombre, dans un bitiment ott ne pénétrait 
que la lumiére diffuse. I] montra des parasites trois jours, et mourul treize 
‘ours aprés inoculation. 

Ceux exposés au soleil eurent dés le début une trés forte hyperthermie 
(400, 400 5). Ils montrérent des parasites aprés quatre et six jours @incu- 
batio 1 et moururent 24 el 32 jours aprés le début de ’expérience. 


Ce sont la de trop légéres différences pour que Von puisse 
conclure a une action. Des cobayes inoculés dans les condi- 
tions ordinaires peuvent en montrer de plus fortes. 

Trypanosomes et Septicémie microbienne. — Massagha*’ dit 
qu’ « une septicémie microbienne intercurrente (par exemple 
a streplocoques) fait disparaitre les trypanosomes du sang. » 

Nous avons pu vértfier le fait pour ta bactéridie charbon- 
neuse. 


Le 30 aout 1906, une chienne annamile de 2 ans recoit 5 goultes de sang 
du cobaye no 2 (virus de Ban Don) contenant un Lrypanosome pour 
6 champs. 

Le 4 septembre : on voit les trypanosomes pour la premicre fois. 

Le 10; parasites tres nombreux (5-6 par champ). 

Le 14 : trypanosomes peu nombreux (4 pour trois champs). La chienne 
meurt le 146, a huit heures du soir. Les trypanosomes ne sont plus trouvés 
dans le sang, ou pullulent des bactéridies. } 

Quelques jours auparavant, un de nos boeufs de voiture était mort 
spontanément de charbon. Quelques animaux d’expérience avaient été ino- 
culés et avaient succombé. L’indigéne chargé de nourrir la chienne avait 
mani¢é ces cadavres. 
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Le chien anamite offre au charbon la méme résistance que 
les animaux de race européenne. L’infection de Surra avait 
aboli cette résistance. 


CONCLUSIONS 


a. — Il semble que les épizooties & trypanosomes de PTndo- 
Chine soient causées par le meme parasite, 

hb. —Les parasites provenant des différents foyers de Surra 
peuvent présenter de notables variations d’activilé. 

Ces varations son! attribuables a la « généalogie » des 
parasites. 

c. — Le buffle nest pas vacciné par une premiere atteinte 
de Surra, et peut, au moins a deux reprises, étre porteur de 
parasites virulents sans paraitre malade. 

On trouve des booufs infectés en dehors de toute &pizootie. 

Le role des bovins et bubalins apparait primordial dans la 
propagation du Surra. 

La prophylaxie de cette alfection peut done se résumer 
ainsi 

1° Lutte contre les agents de transmission : drainages, 
déboisement, faucardement des cours d’eau, protection méca- 
nique des écuries. Choix des terrains de pature ; 


2° Kloignement des équidés du réservoir de virus, — buffles 
et boeufs, — et dans les écuries et au paturage ; 


3° En attendant un agent curateur efficace, abatage des 
malades. Dépister les cas latents par la concentration en lew 
choisi (1 Vabri des taons) des animaux exposés a la contagion, 
par des prises de température, des examens de sang, des ino- 
culations au rat. 

d. — L’albuminurie semble constante au moment des 
« crises ). 

e. — la salive des chevaux malades ne parail pas viru- 
lente quand elle nest pas souillée de sang. 


f. — La chaleur et la lumiére solaire ne semblent pas avoir 


v action sdigcatrioe. nee, en aucun sens, sur Pévolution du 


Surra. ° 
g. — Les septs microbiennes (fiévre charbonneuse) 


é 


font disparaitre les trypanosomes. mca 
Nhatrang, mars 1907. 
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Sceaux, — Imprimerie Charaire. 


